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Les voies de signalisation induites par l’engagement du récepteur (TCR) des 
lymphocytes T (LT) jouent un rôle clef dans le maintien de l’homéostasie du système 
immunitaire. Mon travail de thèse a eu pour objectif l’identification de facteurs génétiques 
influençant la susceptibilité à certaines maladies impliquant une dérégulation du  
système immunitaire. Ce travail a permis de révéler l’implication de deux molécules de 
signalisation proximale du TCR, Vav1 et Themis, dans le contrôle des fonctions 
lymphocytaires T CD4.  
Par l’utilisation de lignées congéniques, nous avons identifié chez le rat un intervalle de 
117-kb sur le chromosome 9 qui contrôle la susceptibilité opposée des rats BN et LEW 
aux désordres immunologiques induits par les sels d’or et de mercure. Nous avons mis 
en évidence que cet intervalle contrôle la polarisation des LT CD4 effecteurs in vitro et 
leur capacité à déclencher ces troubles auto-immuns in vivo. Au sein de la région 
identifiée, le polymorphisme R63W du gène de signalisation du TCR Vav1 est un 
candidat majeur. En effet, nous avons montré que ce polymorphisme influence les 
fonctions enzymatiques et adaptatrices de Vav1. En parallèle, l’étude d’une mutation 
spontanée a permis la découverte du rôle de Themis dans le développement thymique 
des LT et les fonctions suppressives des LT régulateurs (Tregs). La déficience pour 
Themis chez le rat BN entraîne le développement spontané d’une maladie inflammatoire 
des intestins associée à un défaut fonctionnel des Tregs. A l’inverse, les Tregs des rats 
LEW déficients pour Themis sont fonctionnels et ces animaux ne développent aucune 
pathologie spontanée. L’emploi de lignées congéniques de fond génétique BN exprimant 
l’un ou l’autre des variants de Vav1, nous a permis de révéler que le polymorphisme de 
Vav1 est responsable du défaut fonctionnel des Tregs chez les rats BN déficients pour 
Themis. Ainsi, ce travail a révélé une coopération entre ces deux molécules, impliquées 
au sein du même signalosome et d’identifier l’importance de l’intégrité du signalosome 
Themis / Vav1 dans le contrôle des fonctions lymphocytaires T et de l’homéostasie du 
système immunitaire. 
Récemment, Themis et Vav1 ont été identifiés comme gènes candidats responsables du 
développement de pathologies humaines médiées par le système immunitaire. Il est 
donc important de disséquer les mécanismes moléculaires par lesquels Vav1 et Themis 
contrôlent les fonctions lymphocytaires. Ceci pourrait aboutir à l’identification de 
nouvelles cibles thérapeutiques pour les maladies impliquant une dérégulation du 








Signaling cascades triggered by engagement of the T cell receptor (TCR) play key roles 
in the control of immune system homeostasis. My PhD work aimed at identifying genetic 
factors involved in the susceptibility to immune mediated diseases using BN and LEW rat 
models, two rat strains that differ in their susceptibility to atopic and autoimmune 
diseases. This led us to identify two proximal TCR signaling molecules, Vav1 and 
Themis, that play a key role in the control of CD4 T cell functions and susceptibility to 
immune-mediated diseases. 
At first, by using congenic lines, we identified a 117-kb interval on rat chromosome 9 that 
controls the opposite susceptibility of BN and LEW rat strains to immuno-pathological 
disorders induced by gold or mercury salts. We revealed that this interval controls the 
polarization of effector CD4 T cells in vitro and their ability to trigger autoimmune 
manifestations in vivo. In the identified region, the R63W polymorphism of the TCR 
signaling gene Vav1 is a major candidate. Indeed, we demonstrated that this 
polymorphism influences Vav1 enzymatic and adaptor functions. 
Secondly, the analysis of a spontaneous mutation that occurred in our BN rat colony led 
us to discover Themis for its role in thymic T cell development and regulatory T cell 
(Treg) suppressive functions. Indeed, Themis deficiency in BN rats leads to the 
spontaneous development of an inflammatory bowel disease linked to a functional defect 
of Treg. Surprisingly, Treg from Themis deficient LEW rats are functional and those 
animals do not develop any spontaneous disease. By the use of congenic lines of the BN 
genomic background expressing either the R63 or W63 Vav1 variant, we revealed that 
the R63W Vav1 polymorphism is responsible for the Treg defect of Themis deficient BN 
rats. Thus, this work revealed cooperation between those two molecules involved in the 
same signalosome and showed that the Themis/Vav1 signalosome is mandatory for 
Treg suppressive functions and maintenance of the immune system homeostasis.  
Recently, independent studies have identified Themis and Vav1 as candidate genes 
responsible for the development of human inflammatory and autoimmune diseases. 
Thus, dissecting the molecular mechanisms whereby Themis and Vav1 control T cell 









Le système immunitaire est divisé en deux composantes complémentaires et 
interconnectées, le système immunitaire inné et adaptatif. L’immunité innée constitue la 
première ligne de défense de l’organisme mise en jeu lors de l’infection par un 
pathogène. Ces cellules participent à l’élimination des agents infectieux et permettent la 
mise en place de la réponse immunitaire adaptative, hautement adaptée au type de 
microorganisme à éliminer. Au sein du système immunitaire adaptatif, les lymphocytes T 
(LT) CD4 jouent un rôle central dans la mise en place et la régulation des réponses 
immunes. Les LT CD4, instruits par les signaux environnants, ont en effet la capacité de 
se différencier en différentes sous-populations effectrices (Teff), dites « helper » ou « 
auxiliaires » qui coordonnent l’activation de différents effecteurs de l’immunité innée et 
adaptative et mettent ainsi en place des réponses hautement adaptées au pathogène 
rencontré. L’activation contrôlée des Teff est ainsi essentielle pour la défense de 
l’organisme contre les agents pathogènes, cependant, une activation dérégulée ou 
dirigée contre des antigènes du soi peut avoir des conséquences délétères pour 
l’organisme, entrainant le développement de pathologies inflammatoires chroniques ou 
de maladies auto-immunes. Les LT CD4 régulateurs (Tregs), en contrôlant le 
développement des réponses effectrices, sont essentiels pour le maintien de 
l’homéostasie du système immunitaire. 
Les LT sont caractérisés par l’expression d’un récepteur à l’antigène appelé TCR ou « T-
cell receptor », responsable de la reconnaissance des antigènes présentés à la surface 
d’une cellule présentatrice d’antigène (CPA), à l’aide des molécules du Complexe 
Majeur d’Histocompatibilité (CMH). L’interaction entre les molécules de TCR et les 
complexes peptide antigénique/CMH initie des cascades de signalisation complexes qui 
induisent une réaction spécifique contre l’antigène reconnu. L’intégration de ces signaux 
permet la mise en place d’une réponse T biologiquement adaptée via l’activation de 
nombreux effecteurs moléculaires à la membrane plasmique, dans le cytoplasme et 
dans le noyau. Les voies de signalisation induites par l’engagement de son TCR jouent 
ainsi un rôle crucial dans l’activation et les fonctions des LT ainsi que durant leur 
développement.  
Le premier chapitre de l’introduction vise à présenter de manière générale la 
signalisation induite par l’engagement du TCR et les différents effecteurs moléculaires 
impliqués. Nous aborderons par la suite le rôle clef de ces signaux reçus via le TCR lors 
du développement thymique des LT CD4 et de leur activation périphérique. Nous 
verrons ainsi que l’intégrité des signaux reçus via le TCR, en affectant la génération des 
LT effecteurs et régulateurs ainsi que leurs fonctions, conditionne le maintien de 
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l’homéostasie du système immunitaire. Le rôle des Teff et Tregs dans les pathologies 
impliquant une dérégulation du système immunitaire sera abordé au travers de deux 
pathologies, les maladies inflammatoires des intestins et l’allergie. Ces chapitres seront 
suivis d’une présentation des stratégies d’identification des gènes impliqués dans les 
pathologies, chez l’homme et dans les modèles animaux. Enfin, les travaux sur lesquels 
sont basés mon travail de thèse, ayant pour objectif l’identification de facteurs 
génétiques influençant l’homéostasie du système immunitaire et l’identification de leurs 













































Figure 1 : La synapse immunologique 
Représentation schématique de la synapse immunologique formée entre un LT et une 
cellule présentatrice d’antigène (CPA). La synapse immunologique est composée de 3 
régions distinctes, cSMAC pSMAC et dSMAC. Extrait de Valitutti S. and Espagnolle N. 
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CHAPITRE 1 – SIGNALISATION TCR 
L’intégration des signaux reçus via le TCR permet la mise en place d’une réponse 
biologiquement adaptée et implique la mise en place de voies de signalisations 
complexes caractérisées par l’activation de nombreux effecteurs moléculaires à la 
membrane plasmique, dans le cytoplasme et dans le noyau.  
Cette première partie vise à donner une vue d’ensemble les principales étapes de 
signalisation déclenchées par l’engagement du TCR.  Les évènements de transduction 
précoces ainsi que les voies de signalisation mobilisées, responsables de l’activation, la 
prolifération et la différenciation lymphocytaire seront décrites. Nous nous restreindrons 
aux lymphocytes T conventionnels exprimant un TCRαβ. 
1.1 Activation des LT via le TCR : la synapse immunologique 
Le TCR est formé par une sous-unité de reconnaissance, composée des chaînes α et β 
du TCR et une sous-unité de signalisation formée par les différentes chaînes de CD3. La 
sous-unité de reconnaissance est formée par l’association d’une chaîne α et d’une 
chaîne β. Chaque chaîne étant formée d’une partie variable et d’une partie constante. La 
partie variable est responsable de la spécificité antigénique et lie les complexes CMH 
(complexe majeur d’histocompatibilité) / peptides tandis que la partie constante permet 
l’ancrage membranaire. Les sous-unités CD3 de signalisation associées comportent une 
chaîne CD3γ, une chaîne CD3δ et deux chaînes CD3ε. Ces chaînes portent des motifs 
ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). Ces motifs sont caractérisés 
par la présence de tyrosines dont la phosphorylation permet le recrutement de 
différentes molécules de signalisation et l’initiation de la transduction du signal. 
Associé à l’engagement du TCR, les corécepteurs CD4 ou CD8, les molécules de 
costimulation et d’adhésion jouent un rôle essentiel pour stabiliser l’interaction TCR-
CD3/CMH-peptide et permettre le recrutement polarisé des molécules nécessaires à 
l’initiation des cascades de signalisation. Les protéines de la famille des src kinases 
telles que Lck et Fyn sont essentielles pour initier la transduction du signal et sont en 
effet recrutées à proximité des sous-unités CD3 via leur interaction avec la partie 
intracytoplasmique des corécepteurs CD4 et CD8 (Veillette et al., 1988). 
Ces différentes interactions sont régionalisées à la surface de contact entre la CPA et le 
LT, on parle de synapse immunologique. On distingue trois zones, ou « supra molecular 
activation clusters » (SMAC) (Monks et al., 1998). Les molécules de TCR, les 
corécepteurs et les molécules de costimulation sont concentrées dans la zone centrale, 
c-SMAC. La zone périphérique, p-SMAC, est riche en molécules d’adhésion telles que 
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LFA-1 et la zone distale, d-SMAC, contient des molécules transmembranaires 
glycosylées comme CD43 et CD45. La formation de la synapse immunologique est un 
évènement dynamique qui permet, si l’affinité du TCR pour le ligand est suffisante, 
l’établissement d’une interaction stable et prolongée nécessaire à la mise en place de la 
signalisation intracellulaire et la réponse cellulaire. 
1.2 Signalisation proximale du TCR 
• La base : le signalosome LAT / SLP-76 
La première étape de la signalisation suite à l’interaction TCR/CMH-peptide est 
l’activation des protéines tyrosines kinases de la famille des Src, Lck et Fyn, qui 
entraînent la phosphorylation des motifs ITAMs des domaines intracytoplasmiques des 
sous-unités CD3 associées au TCR. Les ITAMs phosphorylés recrutent ensuite la kinase 
Zap70 (Zeta-chain-associated protein kinase 70) via ses deux domaines SH2 (Src 
homology domain 2). Zap70 est alors phosphorylée par Lck et activée. Parmi les cibles 
de Zap70, on trouve l’adaptateur transmembranaire LAT (Linker for Activation of T cell) 
et l’adaptateur cytoplasmique SLP-76 (SH2 domain containing Leucocytes 
Phosphoprotein of 76Kd). Le recrutement de ces deux molécules adaptatrices permet de 
constituer la charpente de base nécessaire à l’initiation des voies de signalisation sous-
jacentes. En effet, les LT déficients pour LAT ou SLP-76 présentent une absence quasi-
totale de transduction du signal (Koretzky et al., 2006; Zhang et al., 1999). La 
phosphorylation de LAT après engagement du TCR permet la liaison de la PLCγ 
(Phospholiopase C gamma) et des adaptateurs Grb2 et Gads. SLP-76 est recruté à LAT 
phosphorylé via son interaction avec Gads et interagit avec l’adaptateur Nck. SLP-76 est 
responsable du recrutement des molécules effectrices Vav1, ITK (IL-2 inducible T cell 
kinase) et PLCγ. Le recrutement de la PI3K au sein de ce complexe de signalisation 
pourrait impliquer une liaison à LAT et/ou à SLP-76 (Shim et al., 2011).  
Si LAT et SLP-76 jouent un rôle adaptateur crucial pour structurer ce complexe de 
signalisation proximal à l’origine des cascades de signalisations sous-jacentes, les 
différentes molécules effectrices impliquées participent également à la stabilité du 
complexe. Par exemple, si ITK est requis pour le recrutement de Vav1, Vav1 est 
également requis pour une phosphorylation optimale d’ITK et de SLP-76 (Dombroski et 
al., 2005) (Reynolds et al., 2002). La formation des complexes de signalisation 
multimoléculaires en aval de l’engagement du TCR apparaît ainsi bien plus complexe 
que les modèles schématiques linéaires et séquentiels classiquement décrits. 
 






                
 
Figure 2 : la mise en place du signalosome proximal LAT/SLP-76 à la base de 
l’activation des différentes voies du TCR. 
Par souci de simplicité et afin de mettre l’accent sur la composition du signalosome LAT 
/ SLP-76, certaines interactions entre les différents partenaires ne sont pas représentées 
sur ce schéma. (1) Après engagement du TCR, l’activité kinase de Lck, recrutée au 
niveau du complexe TCR/CD3 par la portion cytoplasmique du co-récepteur CD4 permet 
la phosphorylation des ITAMs des sous-unités CD3 associées au TCR et ainsi, le 
recrutement de Zap-70. (2) L’activation de Zap-70 par Lck entraîne permet la 
phosphorylation de l’adaptateur transmembranaire LAT et de SLP-76. (3) L’activation de 
LAT et SLP-76 est essentielle pour permettre le recrutement des différentes molécules 
de signalisation. L’adaptateur Gads permet la liaison entre LAT et SLP-76. L’adaptateur 
Nck est recruté par SLP-76. La PLCγ peut se lier à LAT ainsi qu’à SLP-76, les protéines 
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• Zoom sur Vav1 
Les protéines de la famille VAV sont des « guanine nucleotide exchange factors » 
(GEF) : elles catalysent l'échange nucléotidique sur les petites GTPases de la famille 
Rho, Rac et Cdc42, permettant ainsi l'activation de ces régulateurs essentiels au 
remodelage du cytosquelette d'actine et à d'autres fonctions cellulaires. Il existe 3 
membres de la famille VAV présentant une forte homologie de séquence en acides 
aminés, Vav1, 2 et 3. Cependant, les gènes codant ces protéines diffèrent quant à leur 
localisation chromosomique et leur profil d'expression (Trenkle et al., 2000) (Tybulewicz 
et al., 2003). Vav2 et Vav3 sont exprimés de façon ubiquitaire tandis que l'expression de 
Vav1 est restreinte aux cellules hématopoïétiques. Nous nous intéresserons 
spécifiquement à la protéine Vav1, qui joue un rôle essentiel dans le complexe de 
signalisation proximal du TCR. Vav1 possède une structure caractéristique du groupe 
des GEF (guanine nucleotide exchange factor), avec la présence des domaines DH (Dbl 
Homology) et PH, nécessaire à la fonction d'échange nucléotidique. La fonction GEF de 
Vav1 permet l’échange du GDP en GTP sur les GTPases RhoA, Rac1 et Cdc42 et 
entraîne ainsi l’activation de leurs fonctions. La protéine Vav1 possède également 
d'autres domaines SH2 et SH3 (Src homology domain 3) lui conférant des fonctions de 
protéine adaptatrice.  
L'activité GEF est portée par le domaine DH (Cerione and Zheng, 1996) cependant, le 
domaine PH voisin est également impliqué dans l'activité GEF (Bishop and Hall, 2000). 
En effet, le tandem DH/PH possède une activité GEF accrue par rapport au domaine DH 
seul (Liu et al., 1998). Ce domaine PH permet de plus la liaison des phosphoinositols et 
ainsi la localisation membranaire de Vav1 (Rossman and Campbell, 2000). A l’état 
inactif, le domaine CH (Calponin Homology) interagit avec le domaine C1 et masque 
ainsi l'accès du domaine DH aux Rho-GTPases (Zugaza et al., 2002). Le domaine Ac 
(Acide) contient plusieurs résidus tyrosine impliqués dans la régulation de l'activité GEF 
de Vav1. La phosphorylation de ces résidus entraîne l’activation de la protéine qui 
adopte une conformation ouverte. Le domaine SH2 est impliqué dans la liaison de Vav1 
avec les tyrosines phosphorylées de certaines protéines. Les domaines SH3 permettent 
l'interaction avec les domaines riches en proline d'autres protéines. Ces domaines SH2 
et SH3 confèrent à Vav1 son rôle de protéine adaptatrice et sont nécessaires à son 
activation en permettant son recrutement à la membrane plasmique et son association 
en complexes avec d’autres molécules de signalisation (Sylvain et al., 2011; Zugaza et 
al., 2002). Vav1 est ainsi capable d’interagir avec Grb2, ITK, SLP-76 et Zap70. Une 
inactivation du domaine SH2 de Vav1 empêche l’interaction de Vav1 avec SLP-76 et 
réduit le flux calcique au même niveau qu’une déficience totale en Vav1 (Sylvain et al., 
2011).  








Figure 3 : Structure et fonctions de Vav1 
A l’état inactif, l’interaction entre les domaines C1 et CH permet le maintien de la 
conformation fermée de Vav1. La phosphorylation de Vav1 sur les tyrosines activatrices 
du domaine Ac entraîne son activation. Vav1 adopte alors une conformation ouverte 
rendant le domaine DH, porteur de l’activité GEF accessible. L’activité GEF de Vav1 
permet l’échange du GDP en GTP sur les GTPases RhoA et Rac1. L’activité GEF de 
Vav1 est ainsi impliquée dans l’activation des voies de signalisation JNK, P38 et Akt. Les 
capacités adaptatrices de Vav1, permettant son interaction avec SLP-76, LAT, Grb2 et 
ITK, sont impliquées dans la voie ERK et la voie calcique et permettent l’activation du 
facteur de transcription NFAT. La localisation membranaire de Vav1 est facilitée par la 
liaison du PIP3 par le domaine PH. D’après Tybulewicz VL. Curr Opin Immunol 2005. 
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Cette capacité adaptatrice est également impliquée dans l’activation de la voie calcique, 
de NFAT et de ERK. Il a récemment été montré que la fonction adaptatrice de Vav1 ne 
se limite pas aux interactions médiées par ces domaines SH2 et SH3, en effet, 
l’interaction entre le domaine CH de Vav1 et la calmoduline est essentielle pour le flux 
calcique, l’activation de NFAT et la transcription de l’IL-2 (Li et al., 2013). Cependant, 
affecter les capacités adaptatrices de Vav1 et son recrutement peut influer sur son 
activation et ainsi modifier son activité GEF. La contribution de l’activité GEF de Vav1 a 
été analysée à l’aide d’un mutant du domaine DH invalidant cette fonction sans affecter 
la conformation de la protéine, sa stabilité ou son activation (Saveliev et al., 2009). Il a 
été ainsi montré que l’absence d’activité GEF n’affecte pas le flux calcique ni l’activation 
de la voie ERK, confirmant le rôle de Vav1 dans ces voies via ses fonctions adaptatrices. 
En revanche, l’activité GEF de Vav1 est requise pour l’activation des voies JNK, P38 et 
Akt (Ksionda et al., 2012; Saveliev et al., 2009; Tybulewicz, 2005). 
Enfin, la présence de séquences NLS (Nuclear Localization Signal) permet la 
localisation nucléaire de la protéine Vav1. Les fonctions de Vav1 nucléaire restent mal 
connues, cependant, Vav1 pourrait ainsi participer à la formation du complexe de 
transcription NFAT/AP1 (Houlard et al., 2002).  
 
1.3 Principales voies de signalisation après engagement du TCR 
Suite à l’initiation de la transduction du signal, différentes voies de signalisation sont 
activées après engagement du TCR. L’implication de ces différentes voies dans la 
régulation de la différenciation, la survie, la prolifération et la production de cytokines 
diffère selon le type cellulaire. Cette partie a pour but de présenter les différents 
effecteurs moléculaires impliqués dans les différentes voies. L’implication de ces voies 
dans le contrôle de la différenciation et des fonctions lymphocytaires sera détaillée par la 
suite. 
• PLCγ1 / IP3 et DAG, seconds messagers essentiels 
Suite à l’engagement des molécules de TCR, la PLCγ est recrutée au sein des 
complexes de signalisation composés de SLP-76, Vav1 et LAT. Elle est phosphorylée et 
activée par ITK. La PLCγ activée hydrolyse le lipide membranaire phosphatidylinositol 
4,5-bisphosphate (PIP2), conduisant à la production des seconds messagers inositol-
1,4,5-triphosphate (IP3) et diacylglycerol (DAG). Ces seconds messagers sont essentiels 
pour l’activation de différentes voies : Le DAG est impliqué dans l’activation de la voie 
PKCθ et de Ras (Roose et al., 2005), l’IP3 dans la voie calcique. 
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• La voie calcique / NFAT 
L’IP3 généré par l’activation de la PLCγ se fixe sur les récepteurs IP3-R exprimés à la 
membrane du réticulum endoplasmique (RE). Cette fixation entraîne la libération des 
stocks de calcium (Ca2+) intracellulaires, ce qui provoque l’ouverture des canaux 
calciques CRAC (Ca2+-Release-Activated-Ca2+) à la membrane plasmique, et induit un 
influx de Ca2+ extracellulaire. L’augmentation du taux Ca2+ intracellulaire permet sa 
fixation à la Calmoduline et entraîne l’activation de la Calcineurine, une phosphatase qui 
assure la déphosphorylation du facteur de transcription NFAT et permet ainsi sa 
translocation nucléaire. 
Les différentes isoformes de NFAT sont capables d’interagir avec d’autres facteurs de 
transcription, comme AP-1. L’activation de NFAT-AP1 résulte en l’expression de gènes 
clefs pour l’activation lymphocytaire, comme l’IL-2 (Feske et al., 2001). NFAT est 
également capable de se dimériser et d’induire ainsi la transcription de gènes impliqués 
dans l’anergie. La voie calcique, en agissant sur les protéines du cytosquelette, 
contribue également à l’immobilisation du LT lors de son engagement avec une CPA, 
favorisant la formation de la synapse immunologique. 
• PKCθ  / NF-κB 
Il existe de nombreuses isoformes de la PKC. L’une d’entre elles, la protéine kinase C-
theta (PKCθ), est exprimée relativement sélectivement dans les lymphocytes T et est 
recrutée à la synapse immunologique par son interaction avec CD28 (Kong et al., 2011). 
La PKCθ contient un domaine de liaison aux lipides spécifique pour le DAG, ce qui 
favorise son recrutement au niveau des radeaux lipidiques (rafts) membranaires après 
engagement du TCR. La PKCθ est phosphorylée par Lck et est impliquée dans 
l’activation des voies NF-κB et AP-1 (Schulze-Luehrmann and Ghosh, 2006). 
A l’état non phosphorylé, IκB forme un complexe stable avec NF-κB qui est ainsi 
séquestré dans le cytoplasme et inactif. La phosphorylation d’IκB par IKK (IκB kinase) 
induit son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. NF-κB peut alors être 
transloqué dans le noyau. Le rôle clef de la PKCθ dans l’activation du facteur de 
transcription NF-κB est bien caractérisé : elle permet l’activation d’IKKβ (inhibitor of IκB 
kinase-β) et joue ainsi un rôle crucial dans l’activation de NF-kB en favorisant la 
dégradation d’IκB (Khoshnan et al., 2000) (Sun et al., 2000). Les molécules CARMA-1, 
BCL-10 et MALT1 jouent un rôle crucial dans la formation du complexe IKK en aval de la 
PKCθ (Wang et al., 2002). La phosphorylation de CARMA-1 par la PKCθ est ainsi 
critique pour l’activation de NF-κB (Sommer et al., 2005). 




Figure 4 : Les principales voies de signalisation en aval du TCR  
Les principaux évènements de signalisation impliqués dans l’activation des facteurs de 
transcription NFAT (violet), NFκB (orange), c-Jun (bleu) et c-Fos (vert) sont représentés 
sur ce schéma. Suite à l’engagement du TCR et la mise en place de la signalisation 
proximale, l’activation de la PLCγ par ITK permet la génération de DAG et d’IP3 à partir 
du PIP2. Ces seconds messagers sont importants pour l’activation des voies PKCθ, Ras 
et de la voie calcique : L’IP3 se fixe sur les récepteurs IP3R à la surface du RE et 
entraîne la libération du calcium intracellulaire. Ce premier flux permet d’activer les 
canaux CRAC et d’induire un influx de calcium extracellulaire. L’élévation du calcium 
intracellulaire active la Calcineurine, permet la déphosphorylation de NFAT et son 
activation. Le DAG  favorise le recrutement membranaire de la PKCθ. L’activation de la 
PKCθ active IKK qui induit la dégradation d’IκB et permet ainsi l’activation et la 
translocation nucléaire de NF-κB. La voie ERK est activée en aval de Ras et impliquée 
dans la stabilisation de c-fos. L’activation des MAPK JNK et P38 par les RhoGTPases 
Rho et Rac implique l’activation préalable de la GEF Vav1. Cette voie conduit à 
l’activation de c-jun qui peut s’accocier à c-fos pour former le complexe AP-1. L’activité 
de Vav1, via l’activation de Ras, permet l’activation de la PI3K. La PI3K permet de 
générer du PIP2 à partir du PIP3. Le PIP3 recrute les protéines à domaine DH telles que 
Vav1 et Akt. En aval de la PI3K, l’activation de la voie Akt / mTOR est également 
impliquée dans l’activation de NF-κB. Adapté de Valitutti S. and Espagnolle N. 
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• Voie des MAPK / ERK, JNK et p38 
Les voies des MAPK (Mitogen-Activated Protein kinases) font partie des voies de 
signalisation les mieux conservées au cours de l’évolution. De nombreuses fonctions 
cellulaires sont régulées par les voies des MAPK, comme la mitose, le métabolisme et la 
régulation de la survie cellulaire. Ces voies aboutissent à l’activation du facteur de 
transcription hétéro-dimérique AP-1, formé par c-fos et c-Jun (Karin, 1995).  
Les MAPK sont activées par phosphorylation sur des résidus serine, thréonine et 
tyrosine par les MAP kinase kinases (MKK), lesquelles sont elles-mêmes phosphorylées 
par des MAP kinase kinase kinases (MKKK). Il existe 3 groupes de MAPK chez les 
mammifères : les kinases ERK  (extracellular signal-regulated protein kinases), la famille 
JNK (c-Jun amino-terminal kinases) et les kinases p38. 
Pour la voie ERK, la MAPKKK à l’origine de l’activation de ERK est un membre de la 
famille Raf (Raf-1, Raf-A ou Raf-B) qui est activé par la petite GTPase Ras. Ras est 
activée suite à l’engagement du TCR : LAT va recruter et fixer la protéine adaptatrice 
Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) (Smith-Garvin et al., 2009), 
constitutivement associée à SOS (son of sevenless), une GEF (guanine nucleotide 
exchange factor) impliquée dans l’activation de Ras. La protéine RasGRP, recrutée par 
le DAG, joue un rôle essentiel dans l’activation de Ras (Dower et al., 2000). RasGRP et 
Sos peuvent être impliquées dans l’activation de Ras de manière redondante ou non 
(Kortum et al., 2012). L’activation soutenue de la voie ERK permet la stabilisation du 
facteur de transcription c-fos (Murphy et al., 2002) (Schade and Levine, 2004). 
L’activation de JNK et p38 est déclenchée par l’activation de GTPases de la famille Rho, 
Rac et cdc42 (Coso et al., 1995). Les voies p38 et JNK conduisent à la phosphorylation 
de c-jun (Minden et al., 1995), qui s’associe alors à c-fos pour former le complexe AP-1, 
responsable de l’activation de certains gènes importants pour l’activation des 
lymphocytes T. 
• PI3K / Akt / mTOR 
La famille PI3K est constituée de 4 différentes classes d’enzymes : les classes I, II et III 
sont des lipides kinases alors que les membres de la classe IV sont des protéines 
Ser/Thr kinases. Les PI3K impliquées dans l'activation lymphocytaire sont les PI3K de 
classe I. La PI3K la plus abondante dans les lymphocytes est une enzyme 
hétérodimérique constituée d'une sous-unité régulatrice p85 et d'une sous-unité 
catalytique p110. Après l’engagement du TCR, la PI3K est recrutée à la membrane 
plasmique via le domaine SH2 de sa sous-unité p85. La p110 est responsable de la 
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génération du second messager lipidique Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate 
(PIP3) à partir du PIP2 (Smith-Garvin et al., 2009). Le lipide membranaire PIP3 recrute 
sélectivement des protéines à domaine PH (Pleckstrin homology) telles que la 
sérine/thréonine kinase Akt, des kinases de la famille Tec (comme ITK) ou encore des 
GEF comme Vav1.  
Une des conséquences de l'activation de la PI3K est d'induire le recrutement à la 
membrane plasmique d'Akt et permettre son activation par la 3-Phosphoinositide 
Dependent Kinase 1, PDK1 (Alessi et al., 1997). Akt phosphoryle de nombreux substrats 
et joue un rôle clef dans de nombreux processus cellulaires. La voie PI3K/ Akt converge 
avec la voie de la PKCθ pour participer à l’activation de NF-κB en permettant la 
formation du complexe impliquant CARMA-1, BCL-10 et MALT-1, nécessaire à 
l’activation d’IKK (Qiao et al., 2008). Akt régule l’activation et la localisation nucléaire des 
facteurs de transcription de la famille Foxo et contrôle ainsi l’arrêt du cycle cellulaire et 
les processus métaboliques. La forme activée d’Akt régule également l’activation de 
mTOR, cependant, mTOR peut également être activé indépendamment d’Akt, par les 
facteurs de croissance.  
L’activation de mTOR peut conduire à la formation de deux complexes distincts, 
mTORC1 et mTORC2, on distingue respectivement ces complexes par la présence de 
Raptor et de Rictor. mTORC1 est inhibé par la rapamycine tandis que mTORC2 est 
moins sensible à cet immunosuppresseur. Cependant, utilisée à de fortes doses, la 
rapamycine inhibe également la formation du complexe mTORC2 (Foster and Toschi, 
2009). La voie mTOR est impliquée dans la régulation du métabolisme cellulaire en 
activant la voie de la glycolyse aérobie et en inhibant la synthèse lipidique (Heikamp and 
Powell, 2012). mTORC1 est responsable de l’activation de S6K et de 4E-BP1, impliqués 
dans la traduction et le contrôle du cycle cellulaire. Ainsi, l’hypoxie ou la forte 
concentration en AMP dans le milieu extracellulaire diminue l’activation de mTORC1 et 
contrôle l’arrêt du cycle cellulaire.  
 
 
Introduction, Chapitre 2 – Lymphocytes T effecteurs 
 
 33 
CHAPITRE 2 - LYMPHOCYTES T EFFECTEURS 
2.1 Développement Thymique 
• Maturation thymique et génération du TCR 
Les LT se différencient dans le thymus à partir de précurseurs d’origine 
hématopoïétique. Les précurseurs les plus immatures sont appelés ETP (early T cell 
precursors). Ces cellules dérivent des LMPPs (lympho-myeloid pluripotent precursors) 
Lin- et expriment, en plus des marqueurs c-Kit, SCA-1 et FLT3, le récepteur CCR9, qui 
leur permet de migrer dans le thymus. Ces progéniteurs ETP entrent dans le thymus au 
niveau de la jonction cortico-médullaire. Ces cellules les plus immatures n’expriment pas 
les corécepteurs CD4 ou CD8 et sont appelées DN (double négatif). Elles représentent 2 
à 5% du nombre total de thymocytes. Le stade DN se subdivise en quatre stades de 
différenciation définis par l’expression des molécules CD44 et CD25 (Godfrey et al., 
1993). Les DN1 (CD44+CD25-) sont les cellules les plus immatures. Les stades suivants 
sont DN2 ou cellules pro-T (CD44+CD25+), DN3 ou cellules pré-T précoces (CD44-
CD25+) et enfin DN4 ou cellules pré-T tardives (CD44-CD25-). Les différentes étapes de 
différenciation décrites ci-dessous ont lieu dans le cortex thymique.  
Au cours de leur différenciation, la perte de la pluripotence des DN est progressive et 
conduit à l’engagement irréversible vers le lignage T. Les DN1 se divisent peu et restent 
capables de se différencier en LB, monocytes, mastocytes, natural killer (NK) et cellules 
dendritiques (DC). Les progéniteurs DN2 perdent leur capacité à se différencier en LB 
mais peuvent encore s’engager dans le lignage des DC ou NK. Au stade DN2 (pro-T), 
l’expression des enzymes RAG (Recombination Activating Genes) est initiée. Elle va 
permettre le réarrangement somatique des gènes codant pour les chaînes β, γ et δ du 
TCR et  ainsi l’engagement définitif vers le lignage T. Du stade ETP au stade DN2, la 
survie et la prolifération des thymocytes en développement dépends de signaux émis 
par les cellules corticales épithéliales thymiques, notamment l’engagement du récepteur 
c-Kit avec son ligand SCF, les ligands de Notch1 ainsi que de la présence d’IL-7. 
Au stade DN3 (pré-T), les thymocytes arrêtent de proliférer et expriment fortement la 
machinerie enzymatique nécessaire à la recombinaison somatique des gènes du TCR. 
Ce processus implique la coupure et la ligation de fragments géniques V, D et J. C’est à 
ce niveau, par les mécanismes de diversité combinatoire (diversité du choix de 
segments à assembler) et jonctionnelle (variabilité induite par ajout de nucléotides lors 
de la ligation), qu’est générée de manière aléatoire la diversité du répertoire T 
(Rothenberg et al., 2008) (Naito et al., 2011). Selon la chaîne réarrangée, les 
thymocytes deviendront des LT αβ ou des γδ.   




    
 
Figure 5 : Développement thymique des lymphocytes T 
Les différentes étapes de sélection des LT dans le thymus sont représentées sur ce 
schéma. L’entrée des progéniteurs, par la voie sanguine s’effectue au niveau de la 
jonction cortico-médullaire. La différenciation jusqu’au stade DN3 précède la sélection β, 
permettant de vérifier la fonctionnalité de la chaîne β du TCR réarrangée. Si un signal 
peut être transmis via le pré-TCR, les cellules passent au stade DN4. La sélection 
positive, au stade DP, permet la restriction au CMH du soi, enfin, dans la medulla, la 
sélection négative permet l’élimination ou la neutralisation des cellules auto-spécifiques. 
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Les thymocytes ayant réarrangé des chaînes γ et δ fonctionnelles se différencient en 
LTγδ tandis qu’un réarrangement fonctionnel d’une chaîne β conduit à l’engagement vers 
le lignage T αβ conventionnel. Dans le cadre de la différenciation des LT αβ qui nous 
intéresse ici, si le mécanisme de recombinaison V-D-J conduit à la génération d’une 
chaîne β du TCR fonctionnelle, celle-ci est alors exprimée à la membrane cellulaire 
associée à la chaîne invariante p-Tα. Cette expression du pré-TCR constitué de la 
chaîne β associée aux chaînes CD3 et p-Tα est essentielle pour permettre de vérifier la 
fonctionnalité de la chaîne β réarrangée. Durant cette première étape de sélection, 
appelée sélection β , une signalisation via le pré-TCR, est nécessaire pour permettre la 
survie et l’entrée dans le dernier cycle important de prolifération ayant lieu dans le 
thymus. Ainsi, seuls les thymocytes sélectionnés positivement suite à l’expression d’une 
chaîne β  fonctionnelle atteignent le stade DN4. A ce stade, la réception de signaux via 
le pré-TCR induit la répression de l’expression des enzymes RAG (recombination 
activating gene) afin d’empêcher le réarrangement d’une seconde chaîne β, c’est 
l’exclusion allélique (Khor and Sleckman, 2002). Les thymocytes cessent de proliférer et 
entrent alors dans une phase de repos. Ils acquièrent l’expression simultanée des 
corécepteurs CD4 et CD8 et deviennent double positifs (DP). A ce stade, l’expression 
du pré-TCR diminue et la machinerie protéique nécessaire au  réarrangement des 
segments V et J codant pour la chaîne α du TCR est ré-exprimée. Si ces 
réarrangements conduisent à la génération d’une chaîne α fonctionnelle, les chaînes α 
et β du TCR sont alors appariées pour former le récepteur à l’antigène : le TCR. 
Le développement thymique des lymphocytes T ne se limite pas à cette différenciation 
des précurseurs lymphoïdes en lymphocytes T exprimant un récepteur pour l’antigène 
fonctionnel et potentiellement utile. Il est essentiel que les LT générés soient capables, 
en périphérie, de reconnaître l’antigène dont ils sont spécifiques non pas à l’état natif 
mais après apprêtement et présentation dans les molécules de CMH. C’est le rôle de la 
sélection positive. Enfin, la génération aléatoire du répertoire T peut donner naissance à 










• Sélection positive, restriction au CMH du soi 
 
La majorité du répertoire T, généré de manière aléatoire par les mécanismes de 
recombinaison V(D)J, est incapable de reconnaître les molécules du CMH du soi. Cette 
capacité est essentielle pour l’activation des LT en périphérie par les CPA. La sélection 
positive permet ainsi aux thymocytes capables de reconnaître les molécules de CMH du 
soi de recevoir un signal positif de survie tandis que les autres sont éliminés par 
négligence. En effet, la faible expression du récepteur à l’IL-7 et du facteur de survie Bcl-
2 par les DP les prédestine à cette mort en absence de signaux positifs. Le rôle de 
l’expression des molécules de CMH par les cellules épithéliales thymiques corticales 
(cTEC) dans cette sélection a été clairement démontré. En effet l’expression des 
molécules de CMH de classe I et II uniquement à la surface des cTEC suffit à la 
génération de LT (Cosgrove et al., 1992) (Laufer et al., 1996) (Capone et al., 2001). Au 
contraire, l’expression des molécules de CMH de classe I et II restreinte aux mTEC 
(cellules épithéliales thymiques médullaires) ne permet pas la production de 
lymphocytes T (Cosgrove et al., 1992). 
La nature des peptides présentés par les cTEC et responsables de la sélection positive 
reste mal connue. L’expression spécifique par les cTEC du thymoprotéasome (Murata et 
al., 2007) suppose que ces cellules génèreraient des peptides différents de ceux 
générés par les CPA thymiques et périphériques. Les peptides présentés lors de la 
sélection positive sont des agonistes partiels de faible affinité des peptides qui seront 
reconnus efficacement en périphérie (Alam et al., 1996; Hogquist et al., 1994). 
La sélection positive permet d’enrichir le répertoire T en cellules capables de reconnaître 
les molécules de CMH du soi. Cependant, il est essentiel que la spécificité antigénique 
des thymocytes en développement soit également contrôlée, c’est le rôle de la sélection 
négative. A l’issue de la sélection positive, les thymocytes SP migrent dans la médulla, 
lieu de la sélection négative. Cette migration est possible grâce à l’expression de CCR7 
par les thymocytes induite lors de la sélection positive (Ueno et al., 2004). Les ligands de 
CCR7 sont préférentiellement exprimés par les mTEC et permettent ainsi le 
chimiotactisme des thymocytes. 
 
 




• Sélection négative 
 
La sélection négative se déroule dans la médulla thymique et fait intervenir 2 populations 
cellulaires, les mTECs et les DCs. L’expression d’antigènes du soi par ces cellules 
permet de neutraliser les thymocytes autoréactifs. La reconnaissance d’antigènes du soi 
présentés par les DCs (van Meerwijk et al., 1997) entraîne leur délétion. Les mTECs 
seraient impliquées dans la délétion des LT CD8 autoréactifs mais pas des LT CD4 dont 
elles induiraient l’anergie (Gallegos and Bevan, 2004). L’affinité de la reconnaissance 
des complexes peptides-CMH par le TCR entrainant la sélection négative est supérieure 
à celle nécessaire pour la sélection positive (Alam et al., 1996). 
Les mTECs expriment de façon ectopique des antigènes normalement restreints aux 
tissus sous le contrôle de facteurs de transcription tels que AIRE (Autoimmune regulator 
gene). Ce mécanisme est crucial pour éviter le développement d’auto-immunité. En 
effet, la déficience du gène AIRE, dans des modèles murins ou chez l’Homme, entraîne 
des symptômes auto-immuns sévères (Finnish-German APECED Consortium, 1997). Il a 
été plus récemment démontré que l’expression ectopique de certains antigènes du soi 
par les mTEC ne dépend pas uniquement du gène AIRE (Derbinski et al., 2005). Les DC 
jouent également un rôle crucial lors de la sélection négative. La migration de DC 
périphériques au sein du thymus est observée en conditions physiologiques. Ces DCs 
sont capables de sélectionner négativement des thymocytes CD4 SP spécifiques d’un 
antigène présent en périphérie (Bonasio et al., 2006). Ce mécanisme permettrait une 
présentation d’antigènes tissulaires non exprimés par les mTEC ainsi que d’antigènes 
exogènes dérivés de la flore commensale intestinale et de l’alimentation. Les DC 
thymiques présentent également des ligands du soi de différentes origines, elles sont 
par exemple capables de capturer les peptides présentés par les mTEC. (Klein et al., 
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• Choix du lignage CD4 / CD8 
Les thymocytes DP sélectionnés positivement atteignent alors le dernier stade de 
maturation dans le thymus : le stade simple positif (SP) CD4 (CD4+CD8-) ou CD8 (CD4-
CD8+). Au cours de la sélection positive, la signalisation induite par l’engagement du 
TCR détermine le choix du lignage CD4 ou CD8 (Singer and Bosselut, 2004). Plusieurs 
modèles ont été proposés ces 30 dernières années afin d’expliquer les mécanismes 
impliqués dans le choix définitif du lignage CD4 ou CD8 au cours de la sélection positive 
(Singer et al., 2008). Nous aborderons ici uniquement le modèle actuel qui intègre à la 
fois le rôle des signaux reçus via le TCR, via les récepteurs aux cytokines et l'induction 
de facteurs de transcription spécifiques des lignages CD4 et CD8. Ce modèle repose sur 
l'intensité et la durée du signal du TCR : un signal soutenu favorise la génération de LT 
CD4+ alors qu'un signal moins soutenu est requis pour la génération de LT CD8+. 
Lors de la sélection positive, les DP passent par un stade intermédiaire CD4+ CD8low. 
Cette baisse d’expression du corécepteur CD8 n’affecte pas l’affinité de la liaison des 
cellules restreintes au CMH de classe II et permet donc de conserver un signal soutenu. 
Dans ce cas, le thymocyte perd l’expression de CD8 et devient CD4SP. L’expression 
des facteurs de transcription GATA-3 et Th-POK, clé pour le développement des 
CD4SP, est induite par une signalisation TCR persistante (He et al., 2008; Pai et al., 
2003). Dans le cas inverse, pour un thymocyte restreint au CMH de classe I, la baisse 
d’expression du corécepteur CD8 entraîne une déstabilisation de la liaison et l’arrêt du 
signal reçu via le TCR. En absence de signal reçu via le TCR, l’IL-7 est essentielle pour 
la survie des thymocytes. De plus, il a été montré in vitro que l’IL-7 est capable d’initier le 
changement de corécepteur, en augmentant la transcription du gène CD8 et réprimant 
celle du gène codant pour CD4 (Brugnera et al., 2000) (Yu et al., 2003). Ainsi, la perte du 
signal TCR rend le thymocyte plus sensible à l’IL-7 et entraînerait la réexpression du 
corécepteur CD8, la perte du corécepteur CD4 et la différenciation en CD8.  De plus, la 
signalisation via le récepteur de l’IL-7 induit l’expression du facteur de transcription 
Runx3, clé pour la différenciation en CD8 (Park et al., 2010) et antagoniste du facteur de 
transcription Th-POK (Setoguchi et al., 2008). 
Cette hypothèse du rôle de l’IL-7 est corroborée par de nombreuses études in vivo. En 
effet, l’expression de Glut1, induite par l’IL-7 est forte à la surface des CD8SP et absente 
à la surface des CD4SP, indiquant une signalisation différentielle via le récepteur à l’IL-7 
entre ces deux populations cellulaires (Yu et al., 2003). De plus, bloquer la signalisation 
du récepteur à l’IL-7 abolit la génération de CD8SP (Brugnera et al., 2000) tandis que la 
délétion du régulateur négatif de la signalisation via l’IL7-R Gfi-1 entraîne une 
différenciation accrue en CD8 (Yucel et al., 2003). 










Figure 6 : Choix du lignage CD4/ CD8, force du signal TCR et rôle de l’IL-7 
L’engagement du TCR au stade DP entraîne la baisse de l’expression du corécepteur 
CD8 et l’expression du récepteur à l’IL-7. Ainsi, l’engagement du TCR par les cellules 
CD4+ CD8low associé au corécepteur CD8 réduit la force du signal délivré via le CMH de 
classe I, en revanche l’engagement du TCR avec les molécules du CMH de classe II 
n’est pas destabilisé par la baisse d’expression de CD8. Le maintien d’un signal soutenu 
permet l’expression des facteurs de transcription Th-POK et GATA-3 qui engagent 
définitivement les cellules dans le lignage CD4. En présence d’un signal TCR faible, ces 
facteurs de transcription ne sont pas induits et l’IL-7 entraîne l’expression du facteur de 
transcription Runx3 et la réexpression de CD8. Ces cellules perdent alors l’expression 
de CD4 et sont engagées dans le lignage CD8. Les facteurs de transcription Th-POK et 
Runx3, mutuellement antagonistes restent respectivement exprimés par les LT CD4 et 
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• Rôle de la signalisation TCR dans la différenciation thymique 
La force d’interaction entre le TCR et les complexes CMH-peptides exprimés dans le 
thymus représente un paramètre crucial lors des étapes de sélection positive et 
négative. Une reconnaissance de faible affinité permet la sélection positive tandis qu’une 
reconnaissance d’affinité élevée entraîne la sélection négative (Hogquist et al., 1994) 
(Alam et al., 1996). L’intégration des signaux induits par l’engagement du TCR 
détermine ainsi le devenir du thymocyte en cours de sélection. La composition du 
signalosome de LAT, à la base du « signaling » TCR, joue un rôle crucial dans les 
signaux transmis. La mutation des tyrosines de LAT bloquant sa liaison à la PLCγ 
(Y136F) entraîne en effet un défaut de sélection positive et négative (Aguado et al., 
2002; Sommers et al., 2005; Sommers et al., 2002). La déficience en Vav1 entraîne 
également un fort défaut de sélection positive et altère la sélection négative (Fischer et 
al., 1995) (Turner et al., 1997).  
Certaines voies de signalisation sont impliquées de manière différentielle lors de la 
sélection positive et de la sélection négative. Le flux calcique induit lors de la sélection 
positive est plus faible que lors de la sélection négative (Mariathasan et al., 1998). Un 
recrutement accru de Zap70 au niveau du TCR est observé lors de la sélection négative, 
son activité kinase est également augmentée. L’inhibition de l’activité de Zap70 dans les 
conditions permettant la sélection négative entraîne la sélection positive (Mallaun et al., 
2010). L’altération de l’activité de Zap70 par des mutations dans le site catalytique 
montre que la réduction de ces fonctions entraîne un défaut de sélection positive (Siggs 
et al., 2007). L’étude comparative, in vitro, de la signalisation induite par des ligands 
induisant la sélection positive ou négative montre un effet différentiel sur l’activation de la 
voie ERK alors que les voies p38 et JNK sont activées de façon similaire. L’activation de 
ERK observée lors de la sélection positive est plus lente et plus soutenue par rapport à 
l’activation induite lors de la sélection négative qui est plus rapide, forte mais transitoire 
(Daniels et al., 2006; Werlen et al., 2000). Si les mécanismes moléculaires impliqués 
sont à ce jour mal compris, il a été montré que lors de la sélection positive, les molécules 
ERK activées se localisent au niveau de l’appareil de golgi tandis que la sélection 
négative induit leur localisation à la membrane plasmique (Daniels et al., 2006). 
L’activation de la Calcineurine est essentielle pour la sélection positive mais pas pour la 
sélection négative (Neilson et al., 2004). Son rôle a été démontré par des expériences 
d’inhibition  (Wang et al., 1995) ainsi que de surexpression (Hayden-Martinez et al., 
2000). La signalisation dépendante de la Calcineurine, via l’activation de NFAT, permet 
d’augmenter la capacité des cellules à activer la voie ERK et ainsi de permettre à des 
ligands de faible affinité d’induire une signalisation suffisante pour induire la sélection 
positive (Gallo et al., 2007). 
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2.2 Sous-populations de LT auxiliaires (helper) en périphérie 
Les résultats expérimentaux présentés dans la suite du manuscrit concernent les LT 
CD4. L’activation des LT CD8 et leur différentiation en effecteurs cytotoxiques ne seront 
donc pas abordés. Ainsi,  la différentiation des LT CD4 en différentes sous-populations 
effectrices spécialisées et le rôle de la signalisation induite par l’engagement du TCR 
dans cette différentiation seront présentées de manière détaillée.   
• Activation des LT CD4 naïfs en périphérie 
Contrairement à l’immunité innée qui fait face immédiatement aux agents pathogènes, la 
mise en route d’une réponse immunitaire adaptative efficace prend plus de temps. En 
effet, la mise en place d’une réponse adaptative nécessite la capture d’antigènes par les 
cellules de l’immunité, leur migration dans les organes lymphoïdes secondaires (rate / 
ganglions), leur apprêtement et présentation pour activer les LT. Les LT CD4, instruits 
par les signaux environnants, ont la capacité de se différencier en différentes sous-
populations effectrices, dites « helper » ou « auxiliaires » responsables de la mise en 
place de réponses spécifiques et adaptées. 
La génération aléatoire du répertoire des LT permet seulement à un faible nombre de 
cellules d’être capables de répondre spécifiquement à un pathogène donné. La mise en 
place d’une réponse T nécessite une phase d’expansion clonale qui permet de générer 
une population lymphocytaire conséquente à partir des clones ayant reconnu l’antigène 
ainsi que la migration de ces cellules au site de l’infection. 
• Les différentes sous-populations de LT CD4 effecteurs 
Les premiers travaux identifiant des sous-populations distinctes de LT CD4 remontent 
aux années 1980. Initialement, seule l’existence des LT Th1 et Th2, populations 
distinctes par leur sécrétion de cytokines (Mosmann et al., 1986) a été reportée. Plus 
récemment, de nouvelles sous-populations de LT CD4+ se sont ajoutées au paradigme 
Th1/Th2 : les Th17, Tfh, Th9 et Th22. 
. Th1 
L’activation d’un LT CD4 naïf en présence d’IL-12 conduit à sa différenciation en Th1 
(Hsieh et al., 1993). In vivo, l’IL-12 est produite par les CPA. La signalisation du 
récepteur à l'IL-12, conduit à l'activation du facteur de transcription STAT-4 et entraîne la 
production d'IFNγ  (Afkarian et al., 2002; Thierfelder et al., 1996). L'IFNγ produit de 
manière précoce agit de façon autocrine et induit l'activation du facteur de transcription 
STAT-1 responsable de l'expression de T-bet (T-cell-specific T-box transcription factor) 
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(Szabo et al., 1997). T-bet est un gène régulateur primordial à la fois dans la 
différenciation et le maintien du phénotype des LT CD4 Th1. Son expression dans des 
Th2 ou dans des Th0 induit leur production d'IFNγ (Szabo et al., 1997) (Mullen et al., 
2001). En parallèle, T-bet inhibe la différenciation en Th2 en réprimant GATA-3, le 
facteur de transcription clé du lignage Th2 (Hwang et al., 2005) ainsi que la transcription 
du gène de l'IL-4 (Djuretic et al., 2007).  
Les LT CD4 Th1 produisent principalement de l’IFN-γ, de l’IL-2 et de la Lymphotoxine 
alpha (LTα). L’IFNγ exerce un effet bénéfique important sur l’activité antimicrobienne des 
macrophages (Bogdan, 2000). De plus, cette cytokine permet, chez la souris, la 
production d’immunoglobulines (Ig) de sous-classes G2a (IgG2a) par les LB. Ces IgG 
possèdent la capacité de se lier aux protéines du complément et aux récepteurs Fcγ de 
haute affinité exprimés, entre autres, par les macrophages. Ces anticorps permettent 
ainsi l'opsonisation et la phagocytose des particules microbiennes. Les LT CD4 Th1 
participent également à la mise en place des réponses T CD8+ cytotoxiques. L’IFNγ 
renforce les capacités de présentation antigéniques par les CMH de classe I en 
induisant la production des sous-unités inductibles de l’immuno-protéasome et 
augmentant l’expression des molécules de CMH de classe I. L’IFNγ peut également 
augmenter l’expression des molécules de CMH de classe II. Ainsi, les LT CD4 Th1 sont 
impliqués dans les réponses immunes dirigées contre des pathogènes intracellulaires.  
. Th2 
L’activation d’un LT CD4 naïf en présence d’IL-4 conduit à sa différenciation en Th2. Si 
l’origine de l’IL-4 in vivo reste controversée, il est possible que les LT mémoires ou des 
cellules de l’immunité innée telles que les basophiles soient impliqués (Yoshimoto et al., 
2009). 
La fixation de l'IL-4 sur son récepteur conduit à l'activation du facteur de transcription 
STAT-6 (Takeda et al., 1996), qui, avec NFAT, AP-1 et NF-κB induit l'expression de l'IL-
4 et du facteur de transcription GATA-3 (Zheng and Flavell, 1997). L’expression de 
GATA-3 est requise pour la différenciation en Th2 (Zheng and Flavell, 1997) (Zhu et al., 
2004) cependant, la présence seule de GATA-3 ne suffit pas pour permettre la 
production d'IL-4. L’activation concomitante de STAT-5 (Signal transducer and activator 
of transcription 5) par l’IL-2 est en effet requise (Cote-Sierra et al., 2004; Liao et al., 
2008; Zhu et al., 2003). STAT-5 se lie en effet au locus de l’IL-4 à un endroit différent de 
GATA-3 et permet également le maintien de l’expression de GATA-3 par les LT CD4 Th2 
différenciés (Guo et al., 2009). L'expression de GATA-3 induit la production d’IL-5 et d’IL-
13 et réprime la différenciation Th1 et Th17, notamment grâce à l'augmentation de la  




Figure 7 : Différenciation des différentes sous-populations effectrices T CD4 
Lors de l’activation des LT CD4 naïfs, les cytokines présentes dans le milieu environnant 
influencent leur différenciation en différentes sous-populations effectrices. La présence 
d’IL-12 permet la différenciation Th1, sous-population caractérisée par l’expression du 
facteur de transcription T-bet. En présence d’IL-4 les LT CD4 se différencient en Th2, 
exprimant les facteurs de transcription GATA-3 et IRF-4. La présence de TGF-β, 
associée à l’IL-4 permet la génération de LT CD4 Th9, exprimant le facteur de 
transcription spécifique PU.1 en combinaison avec IRF-4, commun au Th2. Le TGF-β 
associé à l’IL-6 entraîne la différenciation en Th17, exprimant le facteur de transcription 
RORγt. L’association de l’IL-6 et du TNF permet la génération de Th22, exprimant AhR 
et T-bet. Enfin, les cytokines influençant le développement des réponses Tfh sont 
inconnues. Ces cellules sont caractérisées par l’expression du facteur de transcription 
Bcl-6 et du récepteur au chimiokines CXCR5, permettant leur localisation dans les 
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production du facteur de croissance indépendant 1 (Gfi-1) qui est un inhibiteur de la 
production d'IFNγ et d'IL-17 (Zhu et al., 2009). Enfin, le facteur de transcription IRF4 
participe, avec NFAT, à l’activation du promoteur de l’IL-4 et est essentiel à la 
différenciation Th2 (Rengarajan et al., 2002). 
Les LT Th2 sont caractérisés par la sécrétion d’IL-4, IL-5, IL-13. L'IL-4 produit par les 
Th2 est le médiateur principal de la commutation isotypique des LB permettant la 
production d'IgE, l’IL-13 est impliquée dans une moindre mesure. Les LT CD4 Th2 
contrôlent ainsi les fonctions effectrices des basophiles et des mastocytes exprimant les 
récepteurs Fcε. Les Th2 sont également impliqués dans la différenciation et la 
prolifération des éosinophiles, via la production d’IL-5. Ces cellules sont impliquées dans 
l’élimination des parasites extracellulaires tels que les helminthes. 
. Th17 
En 2000, la découverte de l'IL-23 (Oppmann et al., 2000) et le fait que cette nouvelle 
cytokine partage avec l’IL-12 la chaîne p40, a conduit à réévaluer le rôle de ces deux 
cytokines. L’analyse de souris déficientes pour la sous-unité p40 (absence d'IL-12 et 
d'IL-23), pour la sous-unité p35 (absence d'IL-12) ou la sous-unité p19 (absence d'IL-23) 
a montré que l'IL-23 était une cytokine majeure dans la physiopathologie de 
l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) (Cua et al., 2003). Cette 
découverte a conduit à l’identification d’un nouveau lignage appelé Th17 (Harrington et 
al., 2005; Park et al., 2005). Ces cellules se différencient en présence de TGF-β et d’IL-6 
(Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006) et expriment les facteurs de transcription 
RORγt et RORα. L’IL-6, l’IL-21 et l’IL-23, trois cytokines activatrices de STAT-3, jouent 
des rôles critiques dans la différenciation, l’amplification et le maintien du phénotype des 
LT CD4 Th17 (Bettelli et al., 2006) (Mangan et al., 2006)  (Veldhoen et al., 2006) 
(Nurieva et al., 2007; Wei et al., 2007). L’IL-21 agit de manière autocrine et permet 
l'amplification de la différenciation Th17 et l'expression du récepteur à l'IL-23 (Nurieva et 
al., 2007; Wei et al., 2007). Enfin, l’IL-23 joue un rôle critique dans la différenciation 
terminale des Th17 en favorisant leur survie et le maintien de leurs fonctions effectrices 
(McGeachy et al., 2009). 
Via leur sécrétion d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22, les LT CD4 Th17 jouent un rôle 
critique lors de réponses immunes contre les bactéries extracellulaires et les 
champignons. L’IL-17A et l’IL-17F favorisent le développement et le recrutement des 
neutrophiles aux sites inflammatoires. L'IL-21 et l'IL-17 sont également capables 
d'engendrer la commutation isotypique chez les LB et la formation de centres germinatifs 
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(Mitsdoerffer et al., 2010). Enfin, l'IL-17 peut directement inhiber la différenciation Th1 in 
vitro en inhibant l'expression de T-bet (O'Connor et al., 2009). 
. Tfh 
Les LT CD4 folliculaires helpers (Tfh) présentent un phénotype unique caractérisé par 
une forte expression de CXCR5 et la perte de l’expression de CCR7, récepteur de 
homing dans les zones T (Breitfeld et al., 2000; Kim et al., 2001). Ainsi, ces cellules se 
localisent dans les follicules B ou leur interaction directe avec les LB joue un rôle crucial 
dans la formation des centres germinatifs et la mise en place de la maturation d’affinité, 
de la commutation isotypique et des réponses B mémoires.  
Les Tfh sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription Bcl6 et l’absence 
d’expression de Blimp-1 (Johnston et al., 2009). Bcl-6 est un antagoniste réciproque de 
Blimp-1, qui est exprimé par les autres sous populations de T helpers (Crotty et al., 
2010). Bcl-6 a été initialement identifié dans les LB dont il contrôle la différenciation dans 
les centres germinatifs (Klein and Dalla-Favera, 2008). De part son association avec des 
cofacteurs différents dans les LT et les LB, Bcl-6 contrôle de manière différente la 
différenciation T et B. Bcl-6 affecte la différenciation T en contrôlant l’expression de 
miRNAs (Yu et al., 2009a) et en inhibant la différenciation vers les autres lignages T 
helper (Nurieva et al., 2009). La différenciation en Tfh est médiée par l’IL-21, l’IL-6 et 
l’interaction ICOS-ICOSL avec les LB (Nurieva et al., 2008). Les Tfh produisent de l’IL-21 
(Nurieva et al., 2008) (Dienz et al., 2009) qui est essentielle pour la formation cohérente 
de centres germinatifs (Linterman et al., 2010; Zotos et al., 2010). L’IL-21 n’est pas 
spécifique des Tfh, les Th17 peuvent également en produire (Wei et al., 2007). Les Tfh 
peuvent également produire de l’IFN-g et de l’IL-4 (Reinhardt et al., 2009). 
. Th9 
L’IL-9 était initialement considérée comme une cytokine Th2, cependant, aujourd’hui, les 
Th9 sont définis comme une population distincte de LT CD4 helpers produisant de l’IL-9 
mais pas d’IFNγ, d’IL-4 ou d’IL-17. In vitro, leur différenciation est dépendante du TGF-β 
(Transforming Growth Factor-β) et de l’IL-4 (Dardalhon et al., 2008; Schmitt et al., 1994; 
Veldhoen et al., 2008). Deux facteurs de transcription capables de lier le gène de l’IL-9 
sont connus, PU.1 et IRF-4. PU.1 exerce une effet répresseur sur la production de 
cytokines Th2 (Chang et al., 2005), et induit la production d’IL-9 (Chang et al., 2010). 
IRF-4 est également requis, en collaboration avec PU.1, pour l’induction de Th9 (Staudt 
et al., 2010).  
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L’IL-9 exerce des effets multiples par son action sur les lymphocytes, les mastocytes, les 
cellules épithéliales et musculaires. L’IL-9 augmente la production d’immunoglobulines 
par les LB (Dugas et al., 1993), augmente l’expression des protéases et cytokines 
inflammatoires par les mastocytes (Eklund et al., 1993) (Wiener et al., 2004). L’IL-9 est 
impliquée dans l’inflammation allergique (Staudt et al., 2010). Le rôle de l’IL-9 dans 
l’immunité anti-tumorale a récemment été mis en évidence, via un effet sur les 
mastocytes (Purwar et al., 2012). 
. Th22 
L’IL-22, décrite initialement comme sécrétée par les LT CD4 Th17 a permis d’identifier 
une nouvelle population helper, les LT CD4 Th22 (Duhen et al., 2009; Trifari et al., 
2009). Les Th22 sont caractérisés par leur production d’IL-22 et l’absence de production 
d’IL-17 et d’IFNγ. Leur différenciation in vitro à partir de cellules naïves requiert la 
présence d’IL-6 et est amplifiée par le TNF (Duhen et al., 2009). Le facteur de 
transcription AhR, également exprimé par les Th17, est essentiel pour le développement 
des Th22 (Basu et al., 2012; Trifari et al., 2009). Son activation inhibe la production d’IL-
17 et augmente la production d’IL-22 (Trifari et al., 2009). La coexpression des facteurs 
de transcription T-bet et AhR permet de distinguer le lignage Th22 des Th17 produisant 
de l’IL-22 (Basu et al., 2012).  
Ces cellules expriment les récepteurs aux chimiokines CCR6, CCR4 et CCR10. 
L’expression de CCR10 permet le chimiotactisme en réponse à CCL27 et CCL28. 
CCL27 est produite par les kératinocytes et confère ainsi aux Th22 un tropisme cutané. 
CCL28 est sécrétée par les muqueuses intestinales et pulmonaires et régule ainsi la 
localisation mucosale des Th22. Enfin, CCR6 permet la migration dans certaines parties 
des intestins ou son ligand CCL20 est exprimé, comme les plaques de Peyer.  Enfin, ces 
cellules sont différenciées en présence de pDC (cellules dendritiques plasmacytoïdes), 
une population de DC impliquée dans les désordres inflammatoires cutanés comme le 
psoriasis. (Albanesi et al., 2009). Les LT CD4 Th22 sont essentiels pour permettre 
l’élimination de l’entéropathogène Citrobacter rodentium et représentent ainsi une 
composante importante de l’immunité mucosale (Basu et al., 2012). 
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• Rôle de la signalisation du TCR dans la différenciation en sous-
populations de LT CD4 effecteurs 
Au cours de la différenciation des LT CD4 naïfs en différentes sous-populations 
effectrices, l’acquisition de l’expression d’un facteur de transcription spécifique d’un 
lignage requiert non seulement la présence de cytokines polarisantes mais également la 
réception d’un signal par le TCR. La différenciation en sous populations effectrices 
dépend d’une interaction complexe entre les signaux reçus via l’engagement du TCR et 
les cytokines. La majorité des travaux réalisés se sont intéressés à la balance Th1/Th2. 
Ainsi, le rôle des signaux reçus via le TCR dans la différenciation des sous populations 
Th17, Th9, Th22 et Tfh, plus récemment découvertes, reste mal connu. 
. Hypothèse de la force du signal 
La majorité des études réalisées indiquent qu’un signal faible via le TCR favorise la 
différenciation Th2 tandis qu’un signal plus fort entraîne le développement de réponses 
Th1. La perturbation du signalosome proximal du TCR affecte en effet la balance 
Th1/Th2. La déficience pour la PLCγ réduit la production d’IFNγ par les LT CD4 (Fu et 
al., 2010) et la mutation Y136F de LAT abolissant sa liaison à la PLCγ entraîne une 
différenciation Th2 exacerbée (Aguado et al., 2002). 
L’utilisation de clones de LT CD4 dont le TCR présente des affinités distinctes pour un 
antigène ou de ligands de différentes affinités pour un même clone de LT montre une 
induction préférentielle de Th2 lorsque l’engagement du TCR est de faible affinité (Tao et 
al., 1997). L’engagement de faible affinité conduit à une activation faible et transitoire de 
la voie ERK associée à une production précoce d’IL-4 (Jorritsma et al., 2003). 
Neutraliser l’activité de ERK permet de supprimer la différenciation Th1 induite par des 
ligands de forte affinité et de restaurer une réponse Th2, démontrant clairement 
l’implication différentielle de la voie ERK dans la différenciation Th1/Th2 (Yamane et al., 
2005). Lors de la phase d’induction de la réponse Th2, l’expression de GATA-3 est 
induite puis GATA-3 interagit avec STAT-5 (activé par l’IL-2) pour permettre la 
transcription de l’IL-4 (Liao et al., 2008). Une forte activation de ERK inhibe à la fois 
l’expression de GATA-3 et l’activation de STAT-5 en réponse à l’IL-2 (Yamane et al., 
2005). Il a été montré que les œufs de Schistosoma mansonila contiennent une protéine, 
Omega-1, qui favorise la différenciation Th2 en agissant sur le cytosquelette des DC. 
Ainsi, la réduction de la stabilité des interactions entre T et DC induit une intensité des 
signaux reçus via le TCR plus faible qui permet la différenciation Th2  (Steinfelder et al., 
2009). 
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Il apparaît qu’un faible signal permet l’initiation de la différenciation en Th2. Une forte 
signalisation inhibe la réception du signal médié par l’IL-2 qui permet d’engager 
définitivement les cellules dans le lignage Th2.  
. La force du signal ? des éléments contradictoires 
Ces résultats apparaissent en contradiction avec les données obtenues lors de 
l’invalidation de la kinase Lck. En effet, l’expression d’un dominant négatif de Lck réduit 
majoritairement la différenciation Th2 in vitro et in vivo par rapport à la différenciation 
Th1 (Yamashita et al., 1998), suggérant qu’une forte signalisation via le TCR soit requise 
pour le développement des Th2. De manière similaire, en absence de Vav1, les LT CD4 
présentent en effet un défaut d’activation de la voie calcique et une différenciation Th1 
exacerbée (Tanaka et al., 2005). La déficience en PKCθ  réduit également la capacité 
des LT CD4 à se différentier en Th2 en présence de faibles concentrations d’antigène 
alors qu’elle n’affecte pas la différenciation en Th1 en présence de fortes concentrations 
d’antigène. L’ajout d’IL-2 aux cultures de LT CD4 déficients pour la PKCθ restaure en 
partie ce défaut, soulignant le rôle clef de cette cytokine dans la différenciation Th2 
(Marsland et al., 2004). Ainsi, ces données suggéreraient, à l’inverse des premiers 
résultats présentés, que la différenciation Th2 requière une force du signal plus élevée 
que la différenciation Th1. L’utilisation de doses d’antigènes très élevées a, dans une 
étude, montré une différenciation Th2 accrue (Hosken et al., 1995). Ainsi, il a été 
proposé qu’une stimulation intermédiaire induise la différenciation Th1 tandis qu’une 
stimulation très faible ou très forte permettrait la génération de Th2. La différenciation 
Th2 observée en présence de très fortes doses d’antigène est associée à une forte 
production d’IL-2  (Hosken et al., 1995). On peut ainsi imaginer que dans ces conditions 
de forte stimulation, malgré la forte activation de ERK qui limite l’activation de STAT-5 en 
réponse à l’IL-2, la présence de très fortes concentrations d’IL-2 permette tout de même 
l’activation de la transcription de l’IL-4. 
Ainsi, la seule modification de la force du signal reçu via le TCR ne permet pas 
d’expliquer de manière consensuelle et satisfaisante la régulation de la différenciation 
Th1 / Th2 par les signaux résultant de l’engagement du TCR.  
. Implication des différentes voies de signalisation 
Les différentes voies de signalisation induites en aval de l’engagement du TCR sont 
requises de manière différentielle pour la génération des Th1 ou des Th2 : 
Les différents effecteurs de la voie des MAPK sont impliqués différemment dans la 
différenciation en sous populations Th1 et Th2. Si la voie ERK régule négativement la 
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différenciation Th2, l’inhibition de la voie p38 réduit sélectivement le développement des 
réponses Th1 sans affecter la réponse Th2 (Rincon et al., 1998). La déficience en JNK1 
favorise la réponse Th2, que ce soit en conditions non polarisantes ou en conditions 
polarisantes pro-Th1 ou Th2 (Dong et al., 1998). En revanche, JNK2 est requis pour la 
différenciation Th1 mais son absence n’affecte pas le développement des réponses Th2 
(Yang et al., 1998). 
La voie de la PI3K conduit à l’activation d’AKT, puis de mTOR, qui peut participer à la 
formation de deux complexes distincts : mTORC1 et mTORC2. L’inhibition de mTOR par 
la rapamycine entraîne un défaut de différenciation en sous-populations effectrices Th1, 
Th2 et Th17 et favorise la différenciation en T régulateurs (Delgoffe et al., 2009). Les LT 
CD4 déficients pour Rictor, dont l’invalidation empêche spécifiquement la formation du 
complexe mTORC2, sont incapables de se différentier en Th1 et Th2 alors que la 
différenciation en Th17 n’est pas affectée, indiquant un effet de mTORC2 sur la 
différenciation Th1 et Th2 et suggérant un effet de mTORC1 sur la différenciation Th17. 
L’utilisation de mutants constitutivement actifs d’AKT et de la PKCθ suggère l’implication 
respective de ces 2 voies en aval de mTORC2, dans la différenciation Th1 et Th2. En 
effet, dans les LT CD4 déficients pour mTORC2, l’expression d’un mutant d’Akt 
constitutivement actif restaure la différenciation Th1 tandis que l’expression d’un mutant 
constitutivement actif de la PKCθ permet l’expression de GATA3 et la différenciation Th2 
(Lee et al., 2010). Le rôle précis de mTORC1 ou 2 dans la différenciation Th1 reste 
controversé. En effet, une autre équipe a montré que mTORC 1 était requis pour la 
différenciation en Th1 et Th17 tandis que mTORC2 est essentiel pour les Th2 
uniquement (Delgoffe et al., 2011). 
ITK est important après l’engagement du TCR, pour l’activation de la PLCγ, le relargage 
du Ca2+ intracellulaire et l’activation de la PKCθ. L’expression d’ITK est augmentée au 
cours de la différenciation Th2. En conditions non polarisantes, les souris déficientes 
pour ITK  présentent un défaut de différenciation en Th2 du au défaut de Ca2+. De plus, 
les LT CD4 déficients pour ITK présentent une expression aberrante de T-bet et se 
différencient en Th1 en réponse à de faibles signaux (Miller et al., 2004). En accord avec 
ces données, l’inhibition de la Calcineurine affecte principalement la différenciation des 
Th2 et exerce un effet plus modeste sur la différenciation Th1 (Yamashita et al., 2000). 
Ce défaut de flux calcique observé chez les LT CD4 déficients pour ITK est également 
associé à une différenciation Th17 réduite (Gomez-Rodriguez et al., 2009).  
La différenciation en Th1 nécessiterait donc une forte activation des voies ERK et p38 et 
serait faiblement dépendante du flux calcique tandis que, de manière opposée, la 
génération des Th2 est inhibée par une forte activation de ERK, n’est pas affectée par la 
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voie p38 mais requiert l’activation de la PKCθ et du flux calcique. Ainsi, les mécanismes 
de régulation de la balance Th1/Th2 ne peuvent pas être résumés simplement par une 
force globale du signal TCR différentielle mais impliquent la régulation différentielle des 
différentes voies sous-jacentes. La contribution relative de ces différentes voies dans la 
régulation de la différenciation lymphocytaire en sous-populations effectrices reste à ce 
jour un champ d’investigations peu exploré. Enfin, les mécanismes moléculaires par 
lesquels les différentes voies sont inter-régulées restent à déterminer. On peut donc se 
demander si l’activation et la répression conjointe des voies impliquées dans le 
développement Th1 et Th2 est strictement nécessaire ou si certaines voies peuvent 
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CHAPITRE 3 - LYMPHOCYTES T REGULATEURS 
Parmi les différentes populations de lymphocytes aux capacités immuno-régulatrices 
décrites dans la littérature, les résultats obtenus durant ma thèse concernent les LT CD4 
régulateurs caractérisés par l’expression du facteur de transcription Foxp3. Ce chapitre 
sera donc consacré intégralement à une revue des connaissances actuelles sur cette 
population régulatrice T CD4 Foxp3+.  
3.1 Études phénotypiques des Tregs 
Malgré les mécanismes de tolérance centrale, des LT autoréactifs sont produits de façon 
physiologique et présents dans la circulation chez des individus sains (Fowell and 
Mason, 1993). Ceci suggère la mise en place de mécanismes de régulation en 
périphérie qui contrôlent l’activation de ces cellules auto-réactives. Ces mécanismes de 
tolérance périphérique peuvent être passifs (anergie, ignorance, délétion) ou actifs 
(impliquant une population cellulaire régulatrice). A l’heure actuelle, la population 
régulatrice la mieux décrite est celle des LT régulateurs naturels (nTregs). 
• Découverte, rôle clef 
La thymectomie néonatale chez la souris aboutit au développement de manifestations 
auto-immunes (Nishizuka and Sakakura, 1969). Ces manifestations pathologiques 
affectent divers organes en fonction de la souche. La thymectomie du rat adulte suivie 
d’irradiations sous-létales amène au développement d’une thyroïdite (Penhale et al., 
1973) ou d’un diabète de type I (Fowell and Mason, 1993). Le fait qu’un transfert de LT 
protège les animaux de ces pathologies post-thymectomie (Penhale et al., 1976) 
(Sakaguchi et al., 1982), ou induites par le transfert de cellules pathogéniques dans un 
receveur lymphopénique (Sakaguchi et al., 1985), a fait émerger l’idée que certains 
lymphocytes pourraient jouer le rôle de régulateurs des réponses immunes. L’hypothèse 
de l’existence de LT suppresseurs fut confortée par la démonstration d’un effet 
protecteur du transfert de lymphocytes CD4 dans des modèles spontanés de diabète de 
type I (Boitard et al., 1989). De nombreuses équipes se sont par la suite intéressées à 
caractériser ces LT régulateurs, afin de mettre en évidence leurs marqueurs spécifiques 
et leurs mécanismes d’action. 
• Phénotype et marqueurs 
La stratégie visant à observer l’effet d’une déplétion de sous-populations du 
compartiment T CD4 sur la tolérance a permis d’identifier plusieurs marqueurs 
membranaires plus ou moins spécifiques de cette population régulatrice. C’est ainsi que 
furent décrits successivement CD5 (Sakaguchi et al., 1982), CD45RB (Morrissey et al., 
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1993) (Powrie et al., 1993) (Powrie and Mason, 1990) et CD25 (Sakaguchi et al., 1995). 
L’approche consistait à induire une pathologie auto-immune en transférant à des 
animaux immuno-déficients le compartiment identifié comme pathogène (CD5low, CD25- 
ou CD45RBhigh) et à fournir une protection par le co-transfert de la contre-partie 
régulatrice.  
La glycoprotéine transmembranaire CD5 représente donc le premier marqueur 
phénotypique permettant de caractériser et d'isoler ces cellules suppressives. Le 
transfert de LT CD4+CD5high (ou Lyt-1high) permet de prévenir le développement de 
manifestations auto-immunes induites, chez les souris nude, par transfert de LT CD4 
CD5neg (Sakaguchi et al., 1982). De manière similaire, le niveau d’expression d’isoforme 
RC de la protéine tyrosine phosphatase CD45 permet de séparer une population 
régulatrice : le transfert de LT CD4 CD45RChigh à des rats athymiques provoque une 
pathologie multi-organes sévère tandis que le transfert de LT CD4 CD45RClow n’induit 
aucune maladie. Le transfert de LT CD4 non fractionnés n’induisant pas/peu de maladie 
indique que la population LT CD4 CD45RClow est responsable du contrôle de la 
population CD45RChigh (Powrie and Mason, 1990). Ces données ont été confirmées 
chez la souris en utilisant l'isoforme RB de CD45. En effet, le transfert de LT CD4 
CD45RBhigh à des souris SCID (Severe Combined Immunodeficiency) induit le 
développement d'une pathologie intestinale auto-immune sévère (l'IBD, Inflammatory 
Bowel Disease) tandis que l'injection de la fraction autologue LT CD4 CD45RBlow ou la 
co-injection des fractions LT CD4 CD45RBhigh et CD45RBlow n'induit pas de maladie 
(Morrissey et al., 1993) (Powrie et al., 1993). Les lymphocytes T CD4 CD45RBlow 
représentent entre 25 et 30% des lymphocytes T CD4 totaux chez une souris naïve. 
Ces premières études ouvrirent la voie à la découverte d’un marqueur membranaire plus 
spécifique, permettant de cibler la population régulatrice de manière plus précise. Le 
marqueur CD25, la chaîne α du récepteur à l’IL-2 permet de définir une population 
cellulaire au sein des cellules CD45RBlow CD5high. Cette population représente environ 
10% des LT CD4 périphériques naïfs. Le transfert de splénocytes dépourvus de LT CD4 
CD25+ à des souris immunodéficientes provoque un syndrome auto-immun plus sévère 
et touchant plus d’organes que celui induit par le transfert de cellules CD5low ou 
CD45RBhigh. L’injection de fortes doses de LT CD4 CD25- conduit même au 
développement d’une auto-immunité systémique létale (Sakaguchi et al., 1995). Le fait 
que la déplétion d’une plus faible proportion de cellules induise une pathologie plus 
sévère et à spectre d’organes plus large, indique la spécificité accrue de ce marqueur 
pour les cellules régulatrices. 
 







                     
 
Figure 8 : Les marqueurs des Tregs 
Les différents marqueurs des Tregs identifiés au fil des années sont représentés sur ce 
schéma. Le marqueur Foxp3 est le plus spécifique mais sa localisation intra-
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Bien que le CD25 soit un marqueur caractéristique des Tregs, il n'est pas absolument 
spécifique de cette population. En effet, la molécule CD25 est aussi exprimée par les LT 
activés capables d’exprimer un récepteur à l’IL-2 fonctionnel. La recherche d'un 
marqueur plus spécifique a donc été poursuivie, permettant l'identification de CTLA-4 
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) (Read et al., 2000) (Takahashi et al., 2000) et de 
GITR (Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor Receptor) (McHugh et al., 2002). 
Malheureusement, ces deux marqueurs exprimés par les LT CD4 CD25+ ne permettent 
pas d’améliorer la spécificité des marqueurs membranaires définissant les Tregs et sont  
également exprimés par les LT activés. Plus récemment, les marqueurs CD127 et CD27 
ont été proposés comme permettant d’augmenter la spécificité de l’identification des 
Tregs selon les situations. Les Tregs CD4+ CD25+ Foxp3+ expriment faiblement CD127, 
la chaîne α du récepteur à l'IL-7, alors que les Teff (CD25+ ou CD25-) l'expriment 
fortement (Seddiki et al., 2006). Cependant, l'expression de CD127 est diminuée après 
activation chez les Teff (Aerts et al., 2008). Le marqueur CD127 est ainsi utile pour 
l’identification des Tregs Foxp3+ au sein de la population CD25+ en conditions non 
inflammatoires, permettant de réduire les contaminations par les cellules CD25+ Foxp3-. 
Enfin, chez l’Homme, le marqueur CD27 permet en combinaison avec CD25 d’identifier 
les Tregs Foxp3+ dans certaines situations inflammatoires (Ruprecht et al., 2005) (Mack 
et al., 2009). Cependant, l’expression de CD27 à la surface des T effecteurs est 
également augmentée lors de leur activation (van Lier et al., 1987) et ne permet pas 
d’identifier les Tregs à l’état basal.  
Enfin, chez la souris, un nouveau marqueur de surface FR4 (Folate Receptor 4), un 
sous-type de récepteur à l'acide folique, exprimé fortement et constitutivement sur les 
Tregs naturels CD4+ CD25+ CD127low Foxp3+ a été identifié. Le niveau d’expression de 
ce marqueur permet de faire la distinction entre les Tregs (CD4+ CD25+ FR4+ Foxp3+) et 
les Teff activés (CD4+ CD25+ FR4int Foxp3-). Les Teff naïfs CD25- ne l’expriment pas. La 
déplétion des cellules FR4+ in vivo chez la souris conduit au développement de 
pathologies auto-immunes  et peut renforcer la réponse effectrice anti-tumorale 
(Yamaguchi et al., 2007) (Liang et al., 2013). La stimulation des Tregs in vitro en 
présence d’acide folique augmente leur prolifération de manière dose dépendante (Tian 
et al., 2012). In vivo, l’absence d’acide folique dans le régime alimentaire entraîne une 
réduction du nombre de Tregs Foxp3+ spécifiquement dans le colon. L’acide folique 
permet en effet la survie de ces cellules et réduit la susceptibilité au développement 
d’inflammation intestinale (Kinoshita et al., 2012). De manière surprenante, ce marqueur 
pourtant découvert depuis plusieurs années est peu utilisé pour l’identification des Tregs. 
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• Foxp3, facteur de transcription clef du lignage Treg 
 
Une avancée significative a été réalisée grâce à la découverte de Foxp3. Foxp3 
appartient à la grande famille des facteurs de transcription possédant un domaine « 
winged helix-forkhead » (Forkhead box ou Fox) de liaison à l’ADN (Acide 
DésoxyriboNucléique). Une déficience spontanée de ce gène est la cause chez l’Homme 
du syndrome IPEX (Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked 
syndrome) (Bennett et al., 2001), une immunodéficience grave caractérisée par des 
atteintes auto-immunes multi-organes, une maladie inflammatoire des intestins, une 
atopie et une susceptibilité aux infections opportunistes (Bennett et al., 2001; Wildin et 
al., 2001). Les souris Scurfy, déficientes pour Foxp3, développent une pathologie 
similaire et meurent, aux environs de trois à quatre semaines de vie (Brunkow et al., 
2001; Wildin et al., 2001). Le transfert de LT CD4+ CD25+ issus de souris normales dans 
les souris Scurfy ou déficientes pour Foxp3 prévient l’apparition de l’inflammation 
systémique (Fontenot et al., 2003). La délétion des cellules Foxp3+, obtenue après 
injection de toxine diphtérique (DT) à des souris exprimant le récepteur à la toxine 
diphtérique (DTR) sous le contrôle du promoteur du gène Foxp3, conduit au 
développement d’un syndrome auto-immun létal proche de celui dont souffrent les souris 
Scurfy (Kim et al., 2007; Lahl et al., 2007). Ceci suggère que les LT exprimant Foxp3 
contrôlent le développement des réponses immunitaires auto-spécifiques. Ces 
observations ont permis de conclure que les mutations de Foxp3 chez les patients IPEX 
et les souris Scurfy entraînent un défaut d’expression ou de fonction de Foxp3 
conduisant au développement de syndromes auto-immuns dûs à un défaut de Tregs. 
Ainsi, Foxp3 joue un rôle clef dans le développement des Tregs et dans leurs fonctions 
suppressives (Fontenot et al., 2003) (Zheng and Rudensky, 2007).  
Foxp3 est aujourd’hui le marqueur moléculaire le plus spécifique pour les nTregs chez 
les rongeurs. Cependant, chez l’homme, il peut être exprimé dans les cellules CD4+ 
CD25- conventionnelles après activation (Ziegler, 2007). Enfin, la corrélation entre 
l’expression de Foxp3 et celle de CD25 n’est pas stricte, seulement 80% des cellules 
Foxp3+ expriment également CD25. Ainsi, la caractérisation actuelle des Tregs naturels 
est basée sur l’expression des marqueurs TCR+ CD4+ CD25+ CD127low et Foxp3+. 
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3.2 Génération des Tregs 
• Génération thymique des Tregs naturels (nTregs) 
L'origine thymique des Tregs est soupçonnée depuis les premières expériences de 
thymectomie chez des souris nouveau-nées, qui provoquaient des pathologies auto-
immunes (Asano et al., 1996). Depuis, il a été montré que ces cellules régulatrices 
prennent leur origine dans le thymus et que l'ablation du thymus à la naissance entraîne 
un déficit permanent en Tregs (Apostolou et al., 2002). Les LT exprimant Foxp3 
apparaissent en effet rapidement après la naissance (Fontenot et al., 2005a) (Kim et al., 
2007) (Lahl et al., 2007). Les thymocytes CD4+ CD25+ ont les mêmes caractéristiques 
phénotypiques (marqueurs de surface et anergie) et fonctionnelles que les Tregs 
périphériques (Itoh et al., 1999). Le développement thymique des nTregs est influencé 
par plusieurs facteurs, comme le signal délivré par le TCR, l’expression des molécules 
de costimulation ainsi que la présence de cytokines. 
. Force du Signal TCR 
L’analyse comparative du répertoire TCR des Tregs et des Teff a été réalisée chez des 
souris transgéniques uniquement pour la chaîne β, afin de restreindre le repertoire à 
analyser. Chez ces souris, l’analyse des séquences de la chaîne α du TCR montre que 
le répertoire des Tregs et des Teff est différent, malgré un « overlap » partiel (Wong et 
al., 2007). Les Tregs sont enrichis en cellules auto-spécifiques. De plus, l’affinité des 
TCR des Tregs pour les antigènes du soi est élevée, et supérieure à celle des TCR des 
Teff (Hsieh et al., 2004). L’expression de CD5 est proportionnelle à la force du signal 
TCR reçue (Azzam et al., 2001). La molécule CD5 permet en effet le recrutement de la 
phosphatase SHP-1 et fonctionne ainsi comme un rhéostat permettant d’atténuer la 
signalisation via le TCR. L’expression constitutive par les Tregs des marqueurs CD25, 
CD5 et CTLA-4 dont l’expression est induite chez les Teff après activation suggère que 
les Tregs seraient exposés à une force de signal plus intense que les Teff lors de leur 
développement thymique. Enfin, une fréquence et un nombre absolu accrus de Tregs 
sont observés chez les souris déficientes pour SHP-1 où le feedback négatif sur le signal 
induit par l’engagement du TCR est absent (Carter et al., 2005). En revanche l’absence 
de SHP-1 entraîne une réduction du nombre de Teff, indiquant un rôle différentiel de 
cette molécule dans la différenciation des Treg et des Teff. 
Cette relation entre force du signal TCR et développement des Tregs est illustrée par 
une étude dans un modèle de souris TCR transgénique croisée avec des souris 
exprimant soit le peptide reconnu soit un agoniste partiel (Cozzo Picca et al., 2011). 
Contrairement à l’antigène de forte affinité pour le TCR, l’antigène de faible affinité ne 
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permet pas le développement des Tregs. Inversement, l’expression du peptide de forte 
affinité permet le développement des Tregs mais entraîne la délétion des Teff, révélant 
la nécessité d’une forte affinité du TCR pour le développement des Tregs et une 
résistance de ces cellules à la sélection négative.  
Cependant, il est intéressant de noter que tous les TCR de forte affinité pour un même 
antigène ne permettent pas la génération de Tregs. L’étude du devenir de précurseurs 
exprimant de manière transgénique un TCR issu du répertoire physiologique des Tregs 
a permis de mettre en évidence l’existence d’un mécanisme de compétition intra-clonale 
qui limite l’induction de l’expression de Foxp3 au sein d’une population de thymocytes 
exprimant un TCR de même spécificité (Bautista et al., 2009; Leung et al., 2009). Ce 
mécanisme assurant le développement d’un répertoire large au sein d’une population 
Tregs en nombre restreint suggère qu’au sein du thymus, les antigènes impliqués dans 
la sélection des Tregs soient exprimés de manière restreinte, dans des niches 
spécifiques. Ces antigènes ne seraient ainsi accessibles qu’à faible partie des 
thymocytes en développement. 
. Costimulation 
Associé à un signal de forte affinité, l’engagement de la molécule de costimulation CD28 
est essentiel pour le développement des Tregs. En effet, la génération thymique de 
Tregs est fortement réduite chez les souris déficientes pour CD28 ou son ligand CD80 / 
CD86 (Salomon et al., 2000) (Tai et al., 2005). La molécule de costimulation CD40L est 
également importante pour le développement des Tregs (Spence and Green, 2008). La 
génération des Tregs chez les souris déficientes pour CD40 et CD40L est diminuée de 
50 à 60%. L’expression de CD40 à la surface des mTEC ou des DCs est suffisante pour 
restaurer une différenciation de Tregs normale, confirmant ainsi l’implication de ces deux 
populations cellulaires de la médulla thymique dans la génération des Tregs. 
. Rôle des cytokines 
Associé à l’engagement du TCR et des molécules de costimulation, la réception d’un 
troisième signal délivré par les cytokines appartenant à la famille de la chaîne gamma 
(γC) commune aux récepteurs de cytokines est essentiel pour la différenciation des 
thymocytes en Tregs. La déficience pour la chaîne γ du récepteur aux cytokines entraîne 
un défaut total de génération de Tregs (Fontenot et al., 2005b). Parmi les cytokines 
utilisant la chaîne γ,  l’IL-2 joue un rôle primordial tandis que l’IL-7 et l’IL-15 sont 
impliquées  dans une moindre mesure. Le nombre absolu de Tregs est diminué de 
moitié chez les souris déficientes pour l’IL-2 ou pour son récepteur IL-2Rα (Burchill et al., 
2007; Fontenot et al., 2005b; Soper et al., 2007). Seules, la déficience en IL-7 ou en IL-
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15 n’affectent pas la génération des Tregs. En revanche, la déficience combinée en IL-2, 
IL-7 et IL-15 entraîne un défaut total de génération de Tregs similaire à celui observé 
chez les souris déficientes pour la chaîne γ des récepteurs de cytokines (Peffault de 
Latour et al., 2006) (Vang et al., 2008). 
Le TGF-β est également impliqué, dans une moindre mesure, dans le développement 
thymique des Tregs. L’absence d’expression de la sous-unité I du récepteur au TGF-β 
(TGF-βRI) par les thymocytes résulte en un important défaut de génération de nTregs 
durant la première semaine de vie uniquement. Des nombres de Tregs équivalents à 
ceux retrouvés chez les souris sauvages sont observés ensuite (Liu et al., 2008). Le 
signal reçu via le récepteur au TGF-β favorise la résistance à la sélection négative des 
précurseurs des Tregs en inhibant l’apoptose (Ouyang et al., 2010a). Ainsi, l’absence de 
signalisation induite par le TGF-β permet d’accroitre le pool de précurseurs des Tregs, 
ainsi l’effet est observé principalement lors des premières étapes du développement, 
lorsque les premiers précurseurs, peu nombreux, émergent.  
. Interactions cellulaires impliquées et modèle de différenciation 
en deux étapes 
Au cours des différents stades du développement thymique, les premières cellules 
Foxp3+ apparaissent dès le stade DP (Bensinger et al., 2001; Liston et al., 2008b). Les 
premières études ont donc suggéré que la différenciation des Tregs se déroulait à ce 
stade du développement T, dans le cortex. Cependant, des travaux récents suggèrent 
que cet événement a lieu plus tardivement, dans la medulla, au stade SP (Cowan et al., 
2013; Lee and Hsieh, 2009). La contribution relative des mTEC et des DCs dans la 
génération des Tregs a été analysée à l’aide d’expériences de chimères 
hématopoïétiques. Ces 2 populations cellulaires sont capables d’induire la sélection des 
nTregs (Proietto et al., 2008; Spence and Green, 2008). Cependant, l’absence 
d’expression du CMH-II par les DCs (Hinterberger et al., 2010) ou l’absence 
d’expression de la molécule de costimulation CD40 par les mTEC (Spence and Green, 
2008) n’impacte pas la différenciation des Tregs, montrant que ces deux populations 
cellulaires exercent des effets redondants. On peut supposer que chacune de ces 
populations cellulaires soit responsable de la sélection d’un répertoire antigénique des 
Tregs différent. En effet, les mTEC et les DCs diffèrent par leur capacité à exprimer, 
capturer et présenter des antigènes (Klein et al., 2009). 
Les expériences de thymectomie néonatale suggèrent que le développement des Tregs 
apparaît après celui des T conventionnels (Asano et al., 1996). Une population de CD4 
SP CD25+ Foxp3- apparaît avant l’apparition des CD4SP CD25+ Foxp3+ (Fontenot et al., 
2005a). Des expériences de transfert intra-thymique de cette population CD4SP CD25+ 
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Foxp3- ont montré que cette population est fortement enrichie en cellules ayant la 
capacité de devenir Foxp3+, suggérant que l’expression de Foxp3 est acquise lors du 
stade CD4SP CD25+. Le passage du stade CD25+ Foxp3- au stade CD25+ Foxp3+ ne 
requiert pas de nouvelle stimulation par le TCR. In vitro, l’ajout d’IL-2 ou d’IL-15 permet 
le passage au stade CD25+ Foxp3+.  
Ainsi, la différenciation thymique des LT CD4 régulateurs se déroulerait en deux phases, 
la première dépendante de l’interaction via le TCR et la seconde dépendante des 
cytokines. Le modèle actuel de différenciation thymique des Tregs consiste en deux 
étapes (Burchill et al., 2008) (Lio and Hsieh, 2008) : dans un premier temps, un fort 
signal via le TCR associé à l’engagement de molécules de costimulation entraîne la 
surexpression de CD25 (stade CD4SP CD25+ Foxp3-) puis, la signalisation induite par 
l’IL-2 entraîne l’expression de Foxp3. En effet, le facteur de transcription STAT-5, activé 
en aval du récepteur à l’IL-2, se fixe sur la séquence régulatrice de Foxp3, favorisant son 
expression. 
• Génération périphérique des Tregs induits (iTregs) 
Les nTregs ne sont pas la seule population régulatrice, en effet, des Tregs induits 
(iTregs) peuvent être générés en périphérie à partir de LT CD4 naïfs CD25-. (Zheng et 
al., 2002). Une stimulation via le TCR associée à la présence de TGF-β et d’IL-2 permet 
de générer ces iTregs Foxp3+ in vitro. Associé à son rôle activateur de l’expression de 
Foxp3 via l’activation de STAT-5 et à ses effets positifs sur la survie et la prolifération en 
présence de fortes quantités de TGF-β,  l’IL-2 permet d’inhiber le développement des 
Th17 (Laurence et al., 2007) (induits en présence de TGF-β et d’IL-6). Le 
développement des populations Th17 et Tregs est ainsi antagoniste. In vivo, la 
génération d’iTregs nécessite des conditions particulières de stimulation du TCR : une 
stimulation chronique par l’antigène en présence de conditions tolérogènes. C’est le cas 
dans le GALT (gut-associated lymphoid tissue) ou la présence continue d’antigènes 
dérivés de la flore commensale et de la nourriture ainsi que de la population de DCs 
CD103+ tolérogènes constitue un environnement favorable (Coombes et al., 2007). Il est 
intéressant de noter que ce mécanisme périphérique d’induction de Tregs est exploité 
par le parasite Heligmosomoides polygyrus qui, en produisant un analogue du TGF-β 
assure l’induction d’iTregs lui permettant d’établir une infection chronique (Grainger et 
al., 2010). De plus, la production de TGF-β par les cellules tumorales (Liu et al., 2007) 
constitue un mécanisme d’échappement à la réponse immune via l’induction, in situ 
d’iTregs. 
Ces cellules présentent une activité suppressive in vitro mais également in vivo après 
transfert adoptif dans des modèles murins (Chen et al., 2003) (Fantini et al., 2006). Ces 
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iTregs, transférés in vivo chez la souris, peuvent persister dans l’organisme et assurer 
ainsi une fonction régulatrice à long terme chez l’animal (Selvaraj and Geiger, 2007). 
Les Tregs induits seraient préférentiellement responsables de la tolérance aux 
allergènes, l’homéostasie mucosale et la tolérance foeto-maternelle tandis que les Tregs 
naturels, enrichis en cellules auto-spécifiques seraient préférentiellement impliquées 
dans le contrôle des réponses auto-immunes (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009) 
(Samstein et al., 2012b). L’étude de la contribution relative des iTregs et des nTregs 
dans le maintien de la tolérance périphérique reste un champ actif d’investigations qui 
nécessite l’identification de marqueurs permettant de distinguer les nTregs des iTregs. A 
l’heure actuelle, les deux candidats proposés sont Helios et la Neuropiline-1, cependant, 
ces marqueurs ne permettent pas une distinction entre nTregs et iTregs sans failles. En 
effet, le facteur de transcription Helios a été proposé comme marqueur permettant de 
distinguer les nTregs des iTregs (Thornton et al., 2010) mais d’autres études ont montré 
qu’Helios peut être exprimé par les iTregs induits in vivo (Gottschalk et al., 2012) et que 
chez l’Homme, il existe des nTregs n’exprimant pas Helios (Himmel et al., 2013). 
L’expression de la Neuropilin-1 (Nrp-1) par les nTregs et non les iTregs permet cette 
distinction en conditions non inflammatoires seulement (Yadav et al., 2012) (Weiss et al., 
2012). En revanche, chez l’Homme, l’expression de Nrp-1 peut être induite après 
stimulation des LT effecteurs (Milpied et al., 2009). 
• Rôle de la signalisation du TCR dans le développement des Tregs 
L’intégrité du signalosome proximal du TCR est importante pour la génération des 
nTregs dans le thymus. En effet, la mutation Y136F de LAT, empêchant la fixation de la 
PLCγ et réduisant le flux calcique induit après engagement du TCR, induit un défaut de 
génération thymique des Tregs alors que le développement des Teff est en partie 
conservé (Koonpaew et al., 2006). De façon similaire, la déficience pour STIM1 et 
STIM2, abolissant le flux calcique, entraîne un défaut de génération thymique des 
nTregs (Oh-Hora et al., 2008). L’activation du facteur de transcription NFAT, sous le 
contrôle de la voie calcique, permet en effet d’initier la transcription de Foxp3 (Tone et 
al., 2008).  
L’activité réduite de la voie PI3K / Akt est impliquée dans la génération des Tregs 
naturels et induits. L’induction de l’expression de Foxp3 requiert l’expression de 
protéines qui limitent l’activité de la PI3K, comme Cbl-b (Wohlfert et al., 2006) et PTEN 
(Sauer et al., 2008). L’expression de Foxp3 par les LT CD4 naïfs est favorisée par l’ajout 
d’inhibiteurs de la PI3K ou de mTOR (Sauer et al., 2008). La déficience pour la PI3K 
entraîne une génération thymique accrue de nTregs (Patton et al., 2006) tandis que la 
signalisation via S1P1, activateur de la voie Akt, réduit le développement thymique des 
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nTregs (Liu et al., 2009). En accord avec ces résultats, l’expression d’une forme 
constitutivement active d’Akt inhibe l’induction de Foxp3 lors de la différenciation 
thymique des nTregs ou lors de la différenciation en iTregs à partir de cellules naïves 
(Haxhinasto et al., 2008).  
L’activation d’Akt conduit à la phosphorylation des facteurs de transcription Foxo1 et 
Foxo3 et à leur rétention dans le cytoplasme. Ainsi, l’activation de cette voie inhibe la 
transcription de Foxp3 induite par les facteurs de transcription Foxo. Les LT CD4 
déficients pour Foxo3 présentent une différenciation en iTregs réduite en présence de 
TGF-β tandis que le nombre de Tregs naturels n’est pas affecté (Harada et al., 2010). La 
déficience en Foxo1 affecte à la fois la différenciation des Tregs naturels et induits 
(Kerdiles et al., 2010). La double déficience en Foxo1 et Foxo3 impacte à la fois la 
génération d’iTregs et le développement thymique des nTregs (Ouyang et al., 2010b). 
Foxo1 et Foxo3 peuvent en effet exercer des fonctions redondantes.  
Si l’expression de la PKCθ n’est pas indispensable à la génération thymique des Teff, en 
revanche, la déficience pour cette protéine entraîne un défaut de génération thymique 
des nTregs (Gupta et al., 2008). Des résultats similaires sont observés en absence de la 
protéine CARMA-1 (Medoff et al., 2009), impliquée en aval de la 
PKCθ, ou de ces partnaires TAK1, BCL-10 et IKK-β, impliqués dans l’activation de la 
voie NF-κB. Restaurer l’activation de NF-κB déficiente chez les souris déficientes pour 
TAK1 et CARMA-1 permet de restaurer un développement des nTregs similaire aux 
souris sauvages, démontrant l’implication de cette voie dans la génération thymique des 
nTregs (Long et al., 2009). La déficience en CARMA-1 n’induit pas de défaut de 
génération périphérique des iTregs (Barnes et al., 2009). En accord avec ces résultats, 
une forte activation de la voie NF-κB exerce un effet opposé sur la génération des 
iTregs, inhibant leur induction (Molinero et al., 2011). La signalisation induite par la 
PKCθ exerce en revanche un effet négatif sur la génération des iTregs (Ma et al., 2012). 
De manière similaire à l’impact sur la différenciation des sous populations antagonistes 
Th1 et Th2, la force des signaux reçus via le TCR impacte le choix de la différenciation 
entre iTregs et Th17. En présence de conditions favorables à la différenciation en Th17, 
un faible signal induit une différenciation en iTregs Foxp3+ (Molinero et al., 2011; Turner 
et al., 2009). Il est possible qu’un signal fort, en activant la voie ERK et inhibant la 
réception du signal via l’IL-2, favorise ainsi la différenciation Th17, en effet, l’IL-2 inhibe 
le développement des réponses Th17 et représente un signal crucial pour la 
différenciation et la prolifération des Tregs.  
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L’activation de la voie ERK peut également entraîner un feedback négatif sur l’activation 
de LAT (Matsuda et al., 2004), l’activation de cette voie participe également à l’activation 
de mTORC1 (Le Borgne et al., 2013). Ainsi, une activité faible de ERK pourrait 
contribuer à la génération des Tregs par plusieurs mécanismes complémentaires : (i) en 
augmentant la force du signal via la réduction du feedback sur LAT, (ii) en permettant la 
réception du signal via l’IL-2 et (iii) en réduisant la voie AKT qui inhibe le développement 
des Tregs. Les souris déficientes pour Raf, kinase en aval de ERK nécessaire à son 
activation, présentent une réduction du développement thymique des nTregs et des Teff 
(Willoughby et al., 2007) alors que la déficience pour MEKK2 et MEKK3, affectant 
principalement les voies ERK et p38, n’affecte pas la différenciation des nTregs dans le 
thymus (Chang et al., 2011). Le rôle de ERK dans le développement des nTregs reste à 
déterminer. En revanche, l’inhibition de la voie ERK permet l’augmentation de la 
génération d’iTregs in vitro en réponse au TGF-β (Chang et al., 2011) et inhibe la 
différenciation Th17 (Liu et al., 2013). 
3.3 Mécanismes d’action des Tregs 
• Mécanismes suppresseurs des Tregs 
Les Tregs sont capables d’inhiber l’activation de nombreuses populations cellulaires 
parmi lesquelles les LT CD4 effecteurs, les LT CD8 (Piccirillo and Shevach, 2001), les 
NK (Ghiringhelli et al., 2005), les NKT (Azuma et al., 2003) et les LB (Lim et al., 2005). 
Les Tregs peuvent exercer leur capacités immunosuppressives par différents 
mécanismes : directement sur les populations effectrices ou par l’intermédiaire des DCs, 
à l’aide de la sécrétion de médiateurs solubles ou par contact cellulaire. Il ne semble pas 
qu’un mécanisme d’action principal des Tregs puisse être défini. Plusieurs mécanismes 
d’action différents sont mis en place suivant le contexte et la fonction cellulaire régulée 
(prolifération, production de cytokines...). Par ailleurs les résultats des études réalisées 
dans des systèmes-modèles in vitro, ne sont pas forcément indicatifs des mécanismes 
réellement mis en jeu in vivo. 
L’expression forte et constitutive de CD25 par les Tregs permet non seulement leur 
maintien en périphérie mais peut également permettre, en consommant 
préférentiellement l’IL-2 disponible, d’inhiber la prolifération des Teff en les privant de ce 
signal (Pandiyan et al., 2007). 
Les Tregs sont capables, in vitro, de tuer directement les cellules effectrices ou les CPA 
par leur expression de Granzyme B après activation (Gondek et al., 2005) (Zhao et al., 
2006). L’implication de ce mécanisme suppresseur a été confirmée in vivo, dans des 
modèles de transplantation (Gondek et al., 2008) et d’immunité anti-tumorale (Cao et al., 
2007). 




Figure 9 : Principaux mécanismes suppresseurs des Tregs 
Les Tregs peuvent exercer leurs fonctions suppressives par différents mécanismes. Ces 
mécanismes impliquent une action directe sur les cellules effectrices ou une action via 
les DCs. La production de Granzyme B permet la lyse des Teff. La forte expression 
constitutive de CD25 par les Tregs permet de priver les Teff de l’IL-2 et ainsi de réduire 
leur activation. L’expression des ecto-enzymes CD39 et CD73 permet la génération 
d’adénosine à partir de l’ATP, ainsi la déprivation en ATP couplée aux signaux de mort 
cellulaires induits par la liaison de l’adénosine à son récepteur A2A inhibe les réponses 
effectrices. La production des cytokines immuno-régulatrices IL-10 et IL-35 joue 
également un rôle important. Le rôle de la production de TGF-β par les Tregs est plus 
controversé, cependant, le TGF-β lié à la membrane des Tregs est un des mécanismes 
permettant la régulation des réponses effectrices. L’engagement de CTLA-4 à la surface 
des DC permet d’une part l’inhibition de leur capacité de costimulation en réduisant leur 
expression des molécules CD80 et 86 et d’autre part leur production d’IDO. La sécrétion 
d’IDO peut entraîner le catabolisme du tryptophane en métabolite toxique mais 
également agir sur les DCs, induisant un phénotype tolérogène. Enfin, l’interaction de la 
molécule LAG-3 avec les molécules de CMH-II inhibe les capacités activatrices des 
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La molécule CTLA-4 exprimée constitutivement par les Tregs joue un rôle dans leurs 
fonctions suppressives. En effet, les souris déficientes pour CTLA-4 spécifiquement 
dans les Tregs développent une maladie auto-immune fatale, affectant plusieurs 
organes et caractérisée par une réponse Th1 et Th2 exacerbée ainsi qu’une production 
d’auto-anticorps (Wing et al., 2008). L’engagement de CTLA-4 avec son ligand à la 
surface des DCs représente un des mécanismes par lesquels les Tregs peuvent initier la 
production de l’enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) par les DC (Fallarino et al., 
2003). IDO peut inhiber la prolifération des T effecteurs en les privant du tryptophane 
qu’elle catabolise. Les métabolites générés lors de cette dégradation peuvent également 
induire l’apoptose des T. Enfin, une action autocrine d’IDO sur les DC peut leur conférer 
des propriétés tolérogènes. CTLA-4 et CD28 partagent les ligands CD80 et CD86, 
molécules de costimulation exprimées par les CPA. L’engagement de CTLA-4 entraîne 
la trans-endocytose des molécules CD80 et CD86 et leur dégradation. Ainsi, CTLA-4 
exerce son effet inhibiteur de l’activation des LT effecteurs en inhibant la costimulation 
des LT effecteurs via CD28 (Qureshi et al., 2011; Wing et al., 2008). 
Les molécules de surface CD39 et CD73, 2 ectoenzymes fortement exprimées par les 
Tregs sont impliquées dans leurs capacités suppressives (Deaglio et al., 2007). Ces 
deux enzymes sont capables de déphosphoryler l’ATP extracellulaire pour produire de 
l’adénosine. CD39 dégrade l’ATP extracellulaire en AMP, qui est ensuite converti en 
adénosine par CD73. La signalisation induite par l’adénosine, via son récepteur A2A, 
exerce des effets anti-inflammatoires sur de nombreuses cellules du système 
immunitaire. L’adénosine peut non seulement inhiber le développement des réponses T 
CD4 Th1 et Th17 in vivo et induire la génération de Tregs (Lappas et al., 2005; Zarek et 
al., 2008), mais également agir via les DC, neutrophiles et macrophages. (Bours et al., 
2006) (Kumar and Sharma, 2009) 
Parmi les molécules impliquées dans les fonctions suppressives des Tregs via une 
modulation des CPA, l’engagement de la molécule LAG-3, un homologue de la molécule 
CD4 possédant une haute affinité pour les molécules de CMH-II. Cette interaction 
moléculaire entraîne une inhibition de la maturation des DCs et de leur capacité de 
costimulation (Liang et al., 2008). 
La molécule TIGIT, exprimée comme CTLA-4 de manière constitutive par les Tregs et 
induite par l’activation chez les Teff, permet d’induire la production de cytokines anti-
inflammatoires par les DC comme l’IL-10 et le TGF-β (Yu et al., 2009b). 
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La Neuropilin 1 (Nrp-1) est impliquée dans les interactions physiques entre Tregs et 
DC. Le blocage de la Nrp-1 diminue la durée d’interaction entre Tregs et DC immatures 
tandis que la surexpression de la Nrp-1 dans des T effecteurs l’augmente (Sarris et al., 
2008). Ainsi, l’expression spécifique de la Nrp-1 par les Tregs permet d’augmenter leur 
capacité à répondre à de faibles quantités d’antigènes présentées en absence de 
signaux inflammatoires. Cependant, l’expression de la Nrp-1 par les Tregs peut avoir 
des conséquences néfastes sur la réponse anti-tumorale. Il a en effet été montré que la 
Nrp-1 est impliquée dans la localisation des Tregs au niveau des tumeurs, en réponse 
au VEGF. L’infiltration des tumeurs par les Tregs déficients pour Nrp-1 est fortement 
réduite, ce qui entraîne un meilleur contrôle par le système immunitaire (Hansen et al., 
2012). Une autre étude récente, utilisant un modèle de tumeur différent, a identifié 
Sema4a comme ligand de Nrp-1 potentiellement responsable de l’augmentation des 
fonctions suppressives des Tregs intra-tumoraux (Delgoffe et al., 2013). 
GITR, ainsi que les molécules de costimulation de la famille du TNFR OX40, 4-1BB et 
TNFR2 sont exprimées par les Tregs et, après activation, par les Teff. Cependant, il 
semble que GITR soit principalement impliqué au niveau des Teff, dans le renforcement 
de l’activation des réponses effectrices (Ronchetti et al., 2004) (Stephens et al., 2004). 
La déficience en GITR n’entraîne en effet pas d’altérations de l’homéostasie du système 
immunitaire. 
La Galectin-1, peut induire l’apoptose des LT. Les Tregs déficients pour la Galectin-1 
ont des fonctions suppressives réduites in vitro (Garin et al., 2007). 
La déficience en IL-10 restreinte aux Tregs a démontré l’implication essentielle de cette 
cytokine dans le contrôle de l’homéostasie mucosale (Rubtsov et al., 2008) ou de la 
tolérance foeto-maternelle (Schumacher et al., 2007). De manière similaire, l’IL-35 est 
importante pour le contrôle des réponses dans les intestins. En absence de l’IL-12p35 
ou de Ebi3, les deux composants de l’IL-35, les Tregs sont incapables de contrôler le 
développement de la maladie inflammatoire des intestins induite par transfert de Teff 
dans un receveur lymphopénique (Collison et al., 2007).  
Les Teff incapables de répondre au TGF-β ne peuvent pas être contrôlés par les Tregs 
dans un modèle de colite (Fahlen et al., 2005). Le TGF-β peut être produit par de 
nombreuses populations cellulaires dont les Tregs, cependant, le rôle de la production 
de TGF-β par les Tregs dans le contrôle de la colite est controversé (Fahlen et al., 2005; 
Kullberg et al., 2005; Li et al., 2007). Le TGF-β lié à la membrane des Tregs est impliqué 
dans leurs capacités suppressives de façon contact-dépendante (Nakamura et al., 
2001). 
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De nombreux mécanismes d’action des Tregs sont décrits, et ce dans différents 
systèmes expérimentaux. A n’en pas douter, de nouveaux mécanismes d’action restent 
à découvrir. Ces mécanismes ne sont pas tous mis en jeu en même temps lors du 
contrôle d’un type de réponse donné. On peut s’interroger sur l’importance physiologique 
de chacun de ces mécanismes, en effet, une déficience en un des mécanismes peut 
être compensé par d’autres (Pillai et al., 2011). Enfin, d’un point de vue thérapeutique, il 
est intéressant de comprendre la contribution relative de chacun de ces mécanismes 
dans les différents modèles, inflammatoires et auto-immuns, dans les différents organes 
cibles.  
• Plasticité des Tregs 
Les Tregs sont responsables du contrôle de réponses immunes très variées. Il a été 
récemment démontré qu’associé à l’expression de Foxp3 et du phénotype classique, les 
Tregs mettent en place différents programmes spécifiques afin de réguler efficacement 
les différents types de réponses immunes.  
Il a été ainsi démontré que l’expression d’IRF-4, un facteur de transcription clef pour les 
réponses Th2, permettait aux Tregs, en association avec Foxp3, de mettre en place un 
programme génétique les rendant capables de supprimer les réponses Th2. En effet, la 
délétion conditionnelle d’IRF-4 dans les Tregs seuls entraîne l’apparition d’une réponse 
Th2 dérégulée, une lymphoprolifération associée à une augmentation sélective du 
nombre et de la fréquence de LT CD4 producteurs d’IL-4 et d’IL-5, une production 
aberrante d’IgE et IgG1 ainsi que des lésions tissulaires (Zheng et al., 2009). IRF-4 
interagit physiquement avec Foxp3 pour permettre le contrôle spécifique des réponses 
Th2. 
De manière similaire, T-bet, facteur de transcription nécessaire à l’établissement des 
réponses Th1, est exprimé par une sous-population de Tregs en réponse à l’IFNγ (Koch 
et al., 2009). Cette expression de T-bet contrôle l’expression de CXCR3 par les Tregs et 
ainsi, permet leur migration aux sites d’inflammation Th1. L’activité conjointe des 
facteurs de transcription T-bet et Foxp3 permet ainsi de conférer aux Tregs des 
capacités uniques optimisées pour le contrôle des réponses Th1.  
La capacité des Tregs à supprimer les réponses Th17 dépend de leur expression de 
STAT-3, facteur de transcription clef pour la différenciation Th17. L’ablation spécifique 
de STAT-3 dans les Tregs entraîne l’activation spécifique des T CD4 effecteurs TH17 et 
le développement spontané d’une inflammation intestinale (Chaudhry et al., 2009). Ce 
travail a montré que l’expression de STAT-3 par les Tregs leur confère l’expression de 
récepteurs aux chimiokines (CCR6) et aux cytokines (IL-1R et IL-6R). 






       
 
Figure 10 : Plasticité des Tregs et régulation des différentes-sous-populations 
effectrices 
Associée à l’expression de Foxp3, l’expression des différents facteurs de transcription 
spécifiques des différentes sous-populations effectrices  confère aux Tregs la capacité 
de réguler spécifiquement ces différents types de réponses. Ainsi, T-bet permet 
l’expression de CXCR3 et la régulation de la réponse Th1. IRF-4 permet la régulation de 
la réponse Th2. L’expression de STAT-3 induit l’expression des récepteurs à l’IL-1 et à 
l’IL-6 et permet, en association avec l’expression de CCR6, l’inhibition des réponses 
Th17. Enfin, sous le contrôle de Bcl-6, l’expression de CXCR5 permet aux Tregs de se 
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Ainsi, l’expression réduite de CCR6 par les Tregs déficients pour STAT-3 réduit leur 
localisation au site d’inflammation, dans l’intestin. Deplus, le contrôle de l’expression des 
récepteurs à l’IL-1 et à l’IL-6 par STAT-3 pourrait également être impliqué. Il est possible 
que l’expression de ces récepteurs par les Tregs réduise la différentiation des Teff en les 
privant de ces cytokines importantes pour la différentiation en Th17. Cependant, ce 
dernier phénomène a pu être mis en évidence in vitro seulement. 
Enfin, l’expression de Bcl-6 par les Tregs, un facteur de transcription impliqué dans la 
différenciation des LT CD4 effecteurs en Tfh, permet l’expression de CXCR5 par les 
Tregs et leur migration dans les centres germinatifs. On appelle ces cellules des Tfr 
(follicular regulator T cell). Ainsi, l’absence d’expression de Bcl-6 ou de CXCR5 par les 
Tregs entraîne une augmentation de l’activité des centres germinatifs (Chung et al., 
2011). 
Ainsi, en coopération avec Foxp3, l’expression sélective de facteurs de transcription 
spécifiques des différentes sous-populations de LT CD4 effecteurs permet une 
spécialisation phénotypique et fonctionnelle des Tregs et ainsi un contrôle adapté des 
différentes réponses immunes. La compréhension plus poussée de ces mécanismes de 
spécification des Tregs pourrait se révéler d’une grande importance dans le cadre de 
thérapies. 
3.4 Stabilité du lignage Tregs 
• Maintenance et stabilité des Tregs en périphérie 
La neutralisation de l’IL-2 entraîne le développement de pathologies similaires à 
l’absence de Tregs. La neutralisation de l’IL-2 réduit le nombre de Tregs Foxp3+ en 
périphérie sans affecter le nombre de LT CD4 CD25-, indiquant un rôle clef de cette 
cytokine dans la maintenance homéostatique des Tregs (Setoguchi et al., 2005). La 
stabilité du lignage régulateur in vivo est essentielle pour permettre le maintien de la 
tolérance. Des études récentes ont mis en doute cette stabilité, montrant que les Tregs 
peuvent être, sous certaines conditions, reprogrammés et convertis en cellules 
effectrices. 
Dans des conditions lymphopéniques sévères, la perte de Foxp3 est observée, associée 
à la perte de CD25 et des fonctions régulatrices. De plus, ces cellules acquièrent la 
capacité de produire les cytokines effectrices. L’IL-2 produite par les T effecteurs joue un 
rôle clef pour maintenir l’expression de Foxp3, le cotransfert de cellules effectrices 
permet, de manière dose dépendante, de prévenir cette conversion. Ce phénomène est 
inhibé en présence d’anticorps neutralisants l’IL-2 (Duarte et al., 2009). Une autre étude 
a montré que la conversion des Tregs en T effecteurs concernait majoritairement la 
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population Foxp3+ CD25- alors que les Foxp3+ CD25+ sont résistants (Komatsu et al., 
2009).  
Il a été montré chez les souris Foxp3-GFP-Cre R26-YFP que l’expression de Foxp3 
pouvait être perdue. Dans ce modèle transgénique, l’expression de Foxp3 induit 
l’expression conjointe de la GFP et de la YFP. Lors de la perte de l’expression de Foxp3, 
l’expression de la GFP est perdue mais la YFP reste exprimée. Ainsi, il est possible 
d’identifier, parmi les cellules Foxp3-, les cellules ayant acquis puis perdu l’expression de 
Foxp3. Ces cellules sont appelées ex-Foxp3 et représentent 10 à 20 % des cellules 
YFP+. Ces cellules ayant acquis puis perdu l’expression de Foxp3, ont un phénotype 
effecteur et s’accumulent dans les sites inflammatoires (Zhou et al., 2009). Cependant, 
une étude utilisant un système similaire mais où l’expression de la YFP par les cellules 
Foxp3+ est induite à l’âge adulte ne détecte qu’un pourcentage très faible d’ex-Foxp3 en 
conditions physiologiques aussi bien qu’en conditions lymphopéniques ou 
inflammatoires (Rubtsov et al., 2010). Ces résultats suggèrent que les Tregs Foxp3+ 
représentent un lignage stable in vivo mais que l’expression de Foxp3 peut être 
transitoire et ne pas engager définitivement les cellules dans le lignage régulateur au 
cours du développement. En effet, les ex-Foxp3 s’accumulent majoritairement durant le 
développement thymique. De plus, l’expression transitoire de Foxp3 par les cellules 
naïves stimulées en présence de TGF-β contribue également à la génération de cellules 
YFP+ Foxp3-  (Miyao et al., 2012). Ces arguments sont en faveur d’une forte stabilité du 
lignage régulateur une fois établi correctement et complètement.  
• Foxp3 ne suffit pas 
Foxp3 est un facteur de transcription qui contrôle l’activation ou la répression de 
nombreux gènes (Zheng et al., 2007) et joue un rôle essentiel dans le développement et 
les fonctions suppressives des Tregs. Cependant, l’expression de ce facteur de 
transcription ne peut pas, à elle seule, permettre la mise en place d’un phénotype 
régulateur complet et stable. En effet, l’expression ectopique de Foxp3 dans des T 
effecteurs n’induit qu’environ un tiers de la signature génique caractéristique des Tregs 
(Hill et al., 2007; Sugimoto et al., 2006; Zheng et al., 2007). La transduction rétrovirale 
de Foxp3 n’induit pas l’activation du locus Foxp3 endogène indiquant que la présence de 
Foxp3 ne suffit pas à activer sa transcription (Gavin et al., 2007; Hill et al., 2007). De 
plus, l’analyse de la signature génique des Tregs chez les souris Foxp3-GFP-KO (ou le 
gène de Foxp3 est délété et remplacé par la GFP sous le contrôle du même promoteur) 
montre que les cellules GFP+ Foxp3- expriment néanmoins certains gènes de la 
signature des Tregs (Gavin et al., 2007). Ces résultats suggèrent la nécessité d’une 
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association de l’expression de Foxp3 avec d’autres mécanismes pour permettre la mise 
en place d’un phénotype régulateur complet. 
Une approche protéomique a permis d’identifier plus de 300 partenaires de Foxp3 
(Rudra et al., 2012). Parmi ces partenaires, environ 30% sont régulés par Foxp3. Ainsi, 
la régulation de l’expression des gènes impliqués dans la signature des LT régulateurs 
est un phénomène complexe faisant intervenir de nombreux partenaires. On peut ainsi 
imaginer que la signature des Tregs soit contrôlée, de manière redondante ou non, par 
ces différents facteurs, en association avec Foxp3. Ces partenaires identifiés sont 
majoritairement des facteurs de transcription et des molécules impliquées dans la mise 
en place des modifications épigénétiques. 
. Rôle des modifications épigénétiques 
Récemment, le rôle des modifications épigénétiques dans la régulation de la 
différenciation cellulaire et la stabilisation des lignages a été mis en évidence dans 
plusieurs populations cellulaires (Gibney and Nolan, 2010; Heintzman et al., 2009; Kim 
et al., 2009; Musri and Parrizas, 2012). Ces modifications épigénétiques régulent 
l'activité transcriptionelle des gènes et sont transmises lors des divisions cellulaires 
(Gibney and Nolan, 2010). 
La méthylation des cytosines au niveau d’îlots CpG spécifiques ainsi que la méthylation, 
l’acétylation ou les phosphorylations des histones modulent l’accessibilité du génome 
aux facteurs de transcriptions et influent ainsi sur l’expression génique. 
Un profil de méthylation spécifique des Tregs a pu être établi ; on retrouve chez les 
Tregs, par rapport aux Teff, une hypométhylation des gènes codant pour les protéines 
clefs impliquées dans leurs fonctions (Foxp3, CTLA-4, GITR) (Floess et al., 2007; 
Ohkura et al., 2012; Schmidl et al., 2009) et, en parallèle, une hyperméthylation des 
gènes spécifiques des populations effectrices et réprimés dans les Tregs. Ces 
modifications épigénétiques diffèrent entre les nTregs, générés dans le thymus et iTregs 
générés in vitro (Floess et al., 2007; Ohkura et al., 2012). Ce profil de méthylation 
incomplet des iTregs entraîne la perte de l’expression de Foxp3 et des fonctions 
régulatrices lorsque ces cellules sont re-stimulées en absence de TGF-β (Floess et al., 
2007). De plus, les iTregs n’expriment pas tous les gènes de la signature des nTregs et 
leur stabilité et capacité à contrôler les réponses effectrices in vivo est différente (Hill et 
al., 2007). 
La mise en place de ces modifications épigénétiques débute lors du développement 
thymique, un profil de déméthylation partiel est retrouvé dans les cellules Foxp3+ 
thymiques (Floess et al., 2007; Ohkura et al., 2012).  




Figure 11 : Mise en place des modifications épigénétiques lors du développement 
des Tregs 
Lors de la génération thymique des Tregs, la génération aléatoire des TCR génère un 
large répertoire capable de reconnaître des antigènes du soi avec différentes affinités 
(représentées par le premier gradient violet). Un signal intense mais inférieur au seuil 
entraînant la sélection négative permet l’expression de Foxp3 (cellules rouges). En 
revanche, un signal plus faible permet la différentiation en LT effecteurs alors qu’un 
signal trop faible entraîne la mort par négligence. Toutefois, la mise en place de 
modifications épigénétiques est essentielle pour la stabilité des cellules Foxp3+ et la 
mise en place d’un phénotype régulateur complet. Ces modifications semblent être sous 
le contrôle de durée de la signalisation par le TCR (second gradient vert), cependant, 
d’autres facteurs restant à investiguer pourraient être impliqués. Ainsi, seul un signal 
d’une intensité et d’une durée permettant à la fois l’induction de l’expression de Foxp3 et 
la mise en place des modifications épigénétiques (représentées par un noyau rouge 
foncé) permet la génération de Tregs stables et fonctionnels. D’après Ohkura et al. 
Immunity 2013.  
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L’établissement de cette signature d’hypométhylation est indépendante de l’expression 
de Foxp3 (Ohkura et al., 2012; Samstein et al., 2012a). Les modifications épigénétiques 
permettent de rendre accessibles les sites de liaison de Foxp3 aux promoteurs de 
certains gènes cibles, modifiant ainsi leur activité transcriptionelle Foxp3 dépendante 
(Samstein et al., 2012a). 
La régulation de l’expression de Foxp3 est contrôlée au niveau de trois séquences non 
codantes d’ADN (CNS, conserved non-coding DNA sequence) (Kim and Leonard, 2007) 
(Tone et al., 2008; Zheng et al., 2010). Ces séquences sont situées dans les régions 
introniques du gène de Foxp3. La séquence CNS-2 est essentielle pour le maintien de 
l’expression de Foxp3 mais n’est pas importante pour la génération de Tregs induits ou 
naturels. Les régions CNS-1 et 3 sont importantes pour la génération des Tregs. La 
délétion de la séquence CNS-3 entraîne une forte réduction du développement des 
cellules CD4 SP Foxp3+ thymiques. En revanche, la région CNS-1 n’est pas importante 
pour la génération des nTregs dans le thymus, mais sa délétion affecte la génération 
d’iTregs en périphérie. Certains des facteurs de transcription liant ces séquences CNS 1, 
2 et 3 et impliqués dans la régulation de l’expression de Foxp3 ont été identifiés. Ainsi, la 
séquence CNS-1 contient des sites de liaison pour les facteurs de transcription NFAT et 
Smad3 (Tone et al., 2008). Les facteurs CREB (Kim and Leonard, 2007) et STAT-5 
(Burchill et al., 2007) lient CNS-2 et CNS-3 contient un site de fixation de c-Rel (sous-
unité de NF-κB) (Long et al., 2009; Zheng et al., 2010). 
L’induction de l’expression de Foxp3 ainsi que l’établissement des modifications 
épigénétiques caractéristiques des Tregs seraient dépendantes de forts signaux induits 
par le TCR (Ohkura et al., 2012). L’association de ces deux évènements 
complémentaires est essentielle pour le développement de Tregs stables et fonctionnels. 
. Autres facteurs de transcription 
De nombreux facteurs de transcription sont impliqués, en association avec Foxp3, dans 
le phénotype et les fonctions des Tregs. Après engagement du TCR, le facteur de 
transcription NFAT s’associe avec AP-1 pour permettre la régulation des gènes 
impliqués dans l’activation cellulaire comme l’IL-2. NFAT peut également contrôler 
l’expression génique indépendamment d’AP-1 (Macian et al., 2000). De nombreux gènes 
régulés par NFAT le sont également par Foxp3. Foxp3 interagit physiquement avec 
NFAT et cette interaction est essentielle pour la répression de l’IL-2, l’expression des 
marqueurs CD25 et CTLA-4 ainsi que les fonctions suppressives des Tregs (Wu et al., 
2006). De manière similaire, l’interaction directe de Foxp3 avec NF-κB permet la 
répression de la transcription des gènes sous le contrôle de ce dernier facteur de 
transcription (Bettelli et al., 2005). L’interaction physique de Foxp3 avec le facteur de 
Introduction, Chapitre 3 – Lymphocytes T régulateurs 
 
 74 
transcription Runx1 est également essentielle pour la régulation de nombreux gènes, le 
maintien des capacités suppressives et de l’homéostasie du système immunitaire (Ono 
et al., 2007) (Kitoh et al., 2009). Perturber cette association de manière spécifique dans 
les Tregs entraîne le développement d’une pathologie auto-immune (Kitoh et al., 2009).  
Parmi les facteurs de transcription impliqués dans les fonctions régulatrices des Tregs 
identifiés récemment, SATB1 régule l’expression de nombreux gènes impliqués  dans la 
production de cytokines par les T effecteurs en permettant la régulation de l’état de la 
chromatine (Cai et al., 2006). Sa répression par Foxp3 est essentielle au maintien des 
fonctions régulatrices des Tregs (Beyer et al., 2011). Inversement, l’expression de 
BACH2 par les Tregs est essentielle pour le maintien de leurs capacités suppressives et 
la répression du programme effecteur (Roychoudhuri et al., 2013). BACH2 réprime 
Blimp-1 qui joue un rôle crucial dans la différenciation en T effecteurs (Crotty et al., 
2010) ainsi que de nombreux gènes impliqués dans la différenciation Th1, Th2 et Th17. 
Le facteur de transcription Eos interagit directement avec Foxp3 et permet d’induire les 
modifications de la chromatine nécessaire à la mise sous silence de gènes dans les 
Tregs. La déficience en Eos entraîne la perte des capacités suppressives des Tregs et 
leur acquisition de fonctions effectrices. (Pan et al., 2009). La déficience en Foxo1 réduit 
la génération thymique des Tregs et impacte leurs fonctions suppressives (Kerdiles et 
al., 2010). La majorité des gènes régulés par Foxo1 diffère de ceux régulés par Foxp3 
(Ouyang et al., 2012). Certains de ces facteurs exercent des rôles redondants en 
contrôlant l’expression des mêmes gènes cibles (Fu et al., 2012). 
. miRNAs 
Les miRNA (Micro-ARN) sont des ARNs non codants d’environ 20 nucléotides qui sont 
capables d’inhiber l’expression de gènes cibles en se fixant  à la région 3’ des ARNm 
cellulaires et induisant leur dégradation. La déficience en Dicer, une RNase impliquée 
dans la maturation des miRNA, induite spécifiquement dans les Tregs grâce à un 
système cre-lox, a permis de montrer l’implication des miRNA dans le maintien du 
phénotype régulateur. En effet, les miRNA exprimés par les Tregs permettent le maintien 
des capacités suppressives de Tregs et de l’homéostasie du système immunitaire 
(Liston et al., 2008a) (Zhou et al., 2008). 
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• Rôle de la signalisation du TCR dans les fonctions des Tregs 
L’intégrité de la signalisation proximale du TCR est essentielle pour les fonctions 
suppressives des Tregs. En effet, la perturbation de l’interaction entre LAT et PLCγ 
(Chuck et al., 2010) ou la délétion de la PLCγ (Fu et al., 2010) entraîne un défaut 
fonctionnel des Tregs. Ce défaut fonctionnel est associé à une réduction du flux calcique 
et de l’activation de ERK. 
Le rôle de la signalisation du TCR dans les fonctions suppressives des Tregs est illustré 
par l’utilisation des souris skg, présentant une mutation ponctuelle de Zap-70 entrainant 
un défaut de liaison au TCR et une réduction dramatique des différentes voies sous-
jacentes (Sakaguchi et al., 2003). La comparaison des fonctions suppressives des Tregs 
chez les souris wt ou exprimant la mutation skg de Zap-70 à l’état hétérozygote ou 
homozygote montre une corrélation claire entre la diminution de l’activité de Zap-70 et la 
perte des fonctions suppressives in vitro (Tanaka et al., 2010). De plus, la déficience 
pour la phosphatase SHP-1, régulatrice négative de l’activation du TCR, ou son 
inhibition pharmacologique augmente considérablement les fonctions suppressives des 
Tregs in vitro et in vivo (Iype et al., 2010). Les capacités régulatrices des Tregs 
dépendent ainsi d’un fort signal reçu via le TCR. 
Récemment, le rôle crucial de mTORC1 dans les fonctions suppressives des Tregs a été 
révélé. La déficience en Raptor spécifiquement dans les cellules Foxp3+, inhibant 
spécifiquement la formation du complexe mTORC1 dans les Tregs, entraîne le 
développement d’une pathologie inflammatoire multi-organes fatale. A l’état basal 
mTORC1 ainsi que ces cibles S6 et 4E-BP1 sont constitutivement actifs dans les Tregs 
(Procaccini et al., 2010; Zeng et al., 2013). L’activation de la voie mTORC1 est induite 
dans les Tregs par l’engagement du TCR et renforcée par l’IL-2. L’absence de mTORC1 
inhibe la prolifération des Tregs in vitro et in vivo et réduit l’expression des marqueurs 
CTLA-4 et ICOS. mTORC1 contrôle les fonctions des Tregs en affectant le métabolisme 
lipidique, particulièrement la voie du mévalonate. Les Tregs et Teff présentent des profils 
métaboliques distincts. Les Tregs dépendent du métabolisme des lipides tandis que les 
Teff sont dépendants du métabolisme du glucose (Michalek et al., 2011). En absence de 
mTORC2 fonctionnel (délétion de Rictor), les Tregs restent fonctionnels et l’homéostasie 
du système immunitaire n’est pas affectée. Cependant, en absence de mTORC1, 
l’activation de mTORC2 est renforcée, indiquant un feedback négatif de mTORC1 sur 
mTORC2 (Zeng et al., 2013). La double déficience en Raptor et Rictor montre un 
phénotype intermédiaire : les souris double-déficientes présentent une réduction de 
l’inflammation par rapport aux souris déficientes pour mTORC1 et succombent moins 
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rapidement à la pathologie inflammatoire. mTORC2 joue donc un rôle mineur dans les 
fonctions des Tregs tandis que mTORC 1 est essentiel. 
mTORC2 contribue à l’activation d’Akt (Sarbassov et al., 2005) tandis que mTORC1 
l’inhibe. L’activation de mTORC1, en inhibant mTORC2, peut ainsi réduire l’activation 
d’Akt (Julien et al., 2010). En effet, l’absence de mTORC1 induit une augmentation de la 
phosphorylation d’Akt (Zeng et al., 2013). Il a été montré, chez l’homme, que la voie Akt 
est moins active dans les nTregs par rapport aux Teff et qu’une activation forcée d’Akt à 
l’aide de vecteurs lentiviraux dans les Tregs a pour conséquence l’abolition de leurs 
fonctions suppressives. Cependant, cette étude ne s’est pas intéressée aux complexes 
mTORC1 et 2 et a montré, de manière contradictoire avec l’activation de mTORC1, une 
activation réduite de S6 dans les Tregs après engagement du TCR (Crellin et al., 2007a; 
Crellin et al., 2007b).  
La phosphorylation des facteurs de transcription Foxo par Akt permet leur rétention dans 
le cytoplasme et ainsi la neutralisation de leurs fonctions. Ainsi, la régulation de l’activité 
de Foxo1 dans les Tregs par la voie Akt est cruciale pour leur fonction, la déficience en 
Foxo1 spécifique aux LT régulateurs entraînant en effet une immuno-pathologie sévère 
(Ouyang et al., 2012). De plus, en accord avec ces observations, la phosphatase PTEN 
responsable de l’inhibition de la voie PI3K/Akt n’est pas down-régulée dans les Tregs 
après activation contrairement aux T effecteurs (Zeiser et al., 2008). 
La signalisation du TCR diffère entre LT régulateurs et LT effecteurs, cependant, ces 
différences et leur rôle dans les fonctions suppressives des Tregs sont mal comprises. 
La PKCθ semble exercer un rôle négatif sur les fonctions des Tregs, cette molécule de 
signalisation est exclue de la synapse immunologique chez les Tregs alors qu’elle y est 
recrutée dans les Teff après engagement du TCR. Son inhibition augmente les capacités 
suppressives des Tregs (Zanin-Zhorov et al., 2010). Sous le contrôle de Foxp3, 
l’expression des molécules de signalisation du TCR ITK, Zap-70 et PTPN22 est réduite 
dans les Tregs (Marson et al., 2007). 
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CHAPITRE 4 – DYSFONCTION DU SYSTEME IMMUNITAIRE, 
EXEMPLE DES ALLERGIES ET DES MALADIES INFLAMMATOIRES 
DES INTESTINS : 
4.1 Balance Teff/Tregs, dysfonction du système immunitaire et 
pathologies associées 
Selon le contexte, la différenciation adaptée en différentes sous populations effectrices 
Th1, Th2, Th17, Th9 et Th22 joue un rôle crucial pour permettre la mise en place d’une 
réponse immune efficace face aux différents agents infectieux rencontrés. Cependant, 
une activation dérégulée de la réponse immune effectrice, une activation exacerbée ou 
une activation contre des antigènes du soi engendre des effets délétères pour 
l’organisme. 
Les Tregs jouent un rôle crucial dans le maintien de l’homéostasie du système 
immunitaire en participant à la régulation des réponses immunes effectrices. De plus, 
outre leur rôle dans la prévention des maladies auto-immunes, inflammatoires et 
allergiques, les Tregs sont également impliqués dans la phase de rétraction des 
réponses immunes contre un pathogène (Belkaid, 2007), dans la tolérance foeto-
maternelle (Aluvihare et al., 2004) et dans la tolérance aux greffes allogéniques 
(Roncarolo and Battaglia, 2007). Les Tregs peuvent cependant inhiber le développement 
des réponses immunes anti-tumorales et ainsi exercer un rôle délétère (Zou, 2006).  
La contribution des populations effectrices et régulatrices a été analysée dans de 
nombreux modèles animaux de pathologies humaines. Nous nous restreindrons ici à 
décrire le rôle des LT CD4 effecteurs et régulateurs dans les maladies allergiques et les 
maladies inflammatoires des intestins. 
4.2 Allergie / Atopie 
Le mot allergie dérive du grec "allos" et "ergon", soit "une autre façon" de répondre à un 
stimulus externe. Les maladies allergiques sont en effet définies comme des pathologies 
inflammatoires causées par une activation exacerbée de la réponse immune contre des 
antigènes de l’environnement normalement inoffensifs. La prévalence des maladies 
allergiques comme  l’asthme allergique, la dermatite atopique et la rhinite allergique 
augmente de façon constante dans les pays occidentaux depuis les années 60. 
Aujourd’hui, les études épidémiologiques estiment la prévalence cumulée des maladies 
allergiques à 25-30 %. L’OMS (Organisation mondiale de la Santé) estime que près de 
235 millions de personnes souffrent aujourd’hui d'asthme dans le monde. L’apparition de 
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ces maladies est conditionnée à la fois par des facteurs génétiques et 
environnementaux.  
Les IgE sont les médiateurs majeurs des manifestations allergiques. L’atopie se définit 
comme la prédisposition génétique à produire des IgE en réponse à l’exposition à des 
allergènes (Johansson and Lundahl, 2001). Les personnes atopiques présentent des 
taux sériques d’IgE élevés. Les principales manifestations de l’atopie sont l’asthme, la 
rhinite allergique et la dermatite atopique. 
• Physiopathologie  
Les IgE sont les médiateurs majeurs de la phase initiale des maladies allergiques. Ces 
immunoglobulines se lient aux mastocytes présents dans la peau et les muqueuses 
grâce aux récepteurs Fc à haute affinité (FcεRI). La pénétration d’allergènes à travers 
les surfaces épithéliales et leur reconnaissance par des IgE spécifiques induit le pontage 
des récepteurs FcεRI. Ce phénomène peut se dérouler dans les différents organes 
cibles de l’allergie : les poumons (asthme allergique), la peau (dermatite atopique), ou le 
nez (rhinite) et induit en quelques minutes la dégranulation des mastocytes, le relargage 
d’histamine et de médiateurs lipidiques de l’inflammation. Cette réaction 
d’hypersensibilité de type I correspond à la phase précoce de la réaction allergique 
(Turner and Kinet, 1999). Les cytokines et les chimiokines produites lors de la phase 
précoce vont être responsables de l’initiation de la phase tardive en permettant le 
recrutement et l’activation d’autres cellules parmi lesquelles des éosinophiles et des 
lymphocytes Th2 qui constituent une part importante des infiltrats inflammatoires 
allergiques. 
• Rôle des T effecteurs 
Le nombre de LT CD4 Th2 dans les voies respiratoires corrèle avec la sévérité de 
l’asthme allergique, de plus, la réexposition de patients asthmatiques à l’antigène 
concerné provoque un afflux de LT CD4 Th2 dans les voies respiratoires accompagné 
d’une forte sécrétion de cytokines Th2 (Larche et al., 2003). Les LT CD4 Th2 jouent en 
effet un rôle central dans le développement de ces pathologies. La production d’IL-4 par 
les Th2 est essentielle pour permettre la commutation de classe et la production d’IgE 
par les LB. L’IL-5 régule non seulement la prolifération, la différenciation et l’activation 
des éosinophiles, mais elle fournit également un signal de mobilisation rapide des 
éosinophiles à partir de la moelle osseuse (Dent et al., 1990) (Foster et al., 1996). Les 
souris déficientes en IL-5 présentent une réduction de l’éosinophilie broncho-alvéolaire 
suite à l’induction d’un modèle d’asthme, associée à une diminution de l’hyperréactivité 
bronchique. Dans le cas de l’asthme allergique, l’IL-13 entraîne la production de mucus 
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et augmente l’hyperréactivité bronchique. L’IL-13 peut également en agissant sur les 
kératinocytes, induire la production de la métalloprotéinase MMP9 et ainsi permettre le 
remodelage du tissu augmentant la perméabilité aux cellules infiltrantes (Purwar et al., 
2008). 
L’antagonisme réciproque entre la différenciation Th1 et Th2 a conduit à considérer un 
éventuel rôle protecteur des Th1 dans les manifestations allergiques. La délétion chez la 
souris du facteur de transcription T-bet entraîne en effet le développement spontané 
d’une éosinophilie IL-13 dépendante et d’une hyperréactivité respiratoire (Finotto et al., 
2002). Cependant, l’utilisation en thérapeutique de l’IFNγ n’améliore pas les symptômes 
de patients asthmatiques (Boguniewicz et al., 1995). 
Les Th17 jouent un rôle important dans l’asthme également. Des LT CD4 Th17 sont 
retrouvés dans les poumons de patients asthmatiques, l’IL-17 est fortement exprimée 
dans les poumons de patients asthmatiques et corrèle avec la sévérité de la pathologie 
(Molet et al., 2001). Les Th17 sont même capables d’exacerber l’inflammation 
éosinophilique médiée par les Th2 (Wakashin et al., 2008). 
• Rôle des Tregs  
Le premier argument en faveur d’un rôle des T régulateurs dans le contrôle des 
manifestations allergiques repose sur l’analyse des symptômes de patients atteints du 
syndrome IPEX. Ces patients présentant un défaut quantitatif ou fonctionnel de Foxp3, 
présentent des taux sériques d'IgE élevés, développent un eczéma sévère, une forte 
éosinophilie ainsi que des allergies alimentaires (Bennett et al., 2001; Wildin et al., 
2001). De plus, un défaut de régulation des réponses Th2 par les Tregs de patients 
atopiques à été mis en évidence (Grindebacke et al., 2004) (Ling et al., 2004). 
Les modèles animaux ont permis de déterminer que les Tregs sont capables de 
contrôler les manifestations allergiques via un effet sur différentes populations 
cellulaires. Les Tregs peuvent exercer leur effet de manière directe sur les T effecteurs 
et empêcher leur activation exacerbée, ils peuvent inhiber les mastocytes et 
éosinophiles ou encore inhiber la production d’IgE en induisant la production d’IgG4 par 
les LB (Meiler et al., 2008). 
• Un modèle d’étude, l’exposition aux sels de métaux lourds 
Chez l’homme, l’exposition chronique à de faibles doses de sels de mercure induit une 
activation lymphocytaire T, une élévation des taux sériques d’IgE et une glomérulopathie 
(Tubbs et al., 1982) (Cardenas et al., 1993) (Moszczynski et al., 1995) (Clarkson et al., 
2003). Des symptômes similaires ont été observés chez les patients atteints de la 
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polyarthrite rhumatoïde et traités par les sels d’or (Davis et al., 1973) (Bigazzi, 1994). 
30% d’entre eux développaient des concentrations élevées d’IgE et 10% présentaient 
des effets secondaires tels que des néphropathies, atteintes hépatiques ou éruptions 
cutanées. Le modèle d’injections de sels de métaux lourds chez des rats génétiquement 
sensibles a été développé pour étudier les mécanismes impliqués. 
L’injection répétée de sels de métaux lourds induit une prolifération des LT CD4 et leur 
production d’IL-4 (Goldman et al., 1991) (Prigent et al., 1995) (Gillespie et al., 1995). 
Cette activation des LT CD4 entraîne une activation des LB qui prolifèrent et produisent 
des IgE et des IgG1. Des auto-anticorps sont également produits, en particulier des 
anticorps anti-ADN et anti-laminine (Prouvost-Danon et al., 1981) (Pusey et al., 1990). 
Ces derniers se déposent sur les membranes basales glomérulaires et sont 
responsables du développement d'une glomérulopathie sévère entrainant une 
protéinurie avec syndrome néphrotique et une perte de poids importante chez les 
animaux traités. 
Le développement de cette pathologie est dépendant des LT. En effet, les rats nude sont 
résistants à la maladie et le transfert de LT purifiés à partir d’animaux injectés par les 
sels de mercure permet de transférer la pathologie (Pelletier et al., 1988). Le 
développement de la pathologie est associé à une augmentation de la fréquence des LT 
CD4 autoréactifs reconnaissant les molécules de CMH de classe II. Après traitement par 
les sels de mercure, la fréquence des LT CD4 capables de proliférer in vitro en réponse 
à des APC syngéniques est en effet multipliée par 10 (Druet and Pelletier, 1996). 
Deplus, l’expression du marqueur d’activation OX40 à la surface des LT CD4 est 
augmentée par le traitement (Roos et al., 1998). Il est possible que des LT autoréactifs 
préexistants prolifèrent préférentiellement au cours d’une activation polyclonale ou que 
ces cellules répondent à des antigènes modifiés par le traitement (Kubicka-Muranyi et 
al., 1996). Dans cette pathologie, la production d'anticorps par les LB dépend d'une aide 
des LT. En effet, le blocage des molécules de costimulation CD40 / CD154, OX40 / 
OX40L ou encore CD80–86 / CD28, impliquées dans l'interaction LT-LB, prévient la 
production d'anticorps en réponse aux sels de métaux lourds (Biancone et al., 1996) 
(MacPhee et al., 2006). La forte lymphoprolifération T et B entraîne une splénomégalie 
et une hypertrophie des chaînes ganglionnaires. 
La maladie mercurielle se caractérise par un pic de production d’IgE observé au bout de 
14 à 21 jours d’injections. Cette pathologie est transitoire, en effet, après 4 semaines 
d’injections répétées, les taux sériques d’IgE et IgG1 diminuent et les animaux 
deviennent réfractaires au développement d’une nouvelle réponse. L’apparition de cette 
résistance est également dépendante des LT. Le transfert de LT de rats devenus 
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résistants permet en effet de prévenir le développement de la maladie chez des rats 
naïfs (Bowman et al., 1984). Les CD8 sont impliqués dans l’établissement de cette 
phase de résistance à la réinduction de la maladie après un premier traitement (Bowman 
et al., 1984; Mathieson et al., 1991). 
4.2 Les maladies inflammatoires des intestins 
Le tractus gastro-intestinal représente l’interface majeure de contact avec le milieu 
extérieur. On estime à environ 1014  le nombre de bactéries commensales y résidant. 
Cette flore commensale intestinale se met en place à la naissance et évolue rapidement 
lors des premières années de vie. Elle joue un rôle essentiel dans le développement du 
système immunitaire intestinal, l’apport de nutriments et la modulation du métabolisme 
énergétique (Backhed et al., 2005). De plus, l’intestin est continuellement exposé à des 
pathogènes divers ainsi qu’aux antigènes dérivés des aliments. Le maintien de 
l’homéostasie intestinale nécessite une balance finement régulée entre tolérance et 
immunité. Cette homéostasie est assurée par un réseau complexe de cellules 
immunitaires impliquant à la fois l’immunité innée et adaptative. Les maladies 
inflammatoires des intestins (IBD) sont caractérisées par une réponse inflammatoire 
inappropriée contre la flore commensale. L’intégrité de la barrière épithéliale et la 
réponse des cellules de l’immunité innée jouent un rôle crucial dans le développement 
de ces pathologies. 
• Lésions et données épidémiologiques 
Les principales maladies inflammatoires des intestins (IBD) chez l’Homme sont la 
maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique, ou colite ulcéreuse (RCH). Les 
patients atteints de ces pathologies présentent des symptômes communs tels que des 
douleurs abdominales, des diarrhées avec ou sans présence de sang dans les selles et 
un amaigrissement. La MC et la RCH sont distinctes d’un point de vu clinique. En effet, 
les patients atteints de la MC présentent des lésions inflammatoires tout au long du tube 
digestif alors que dans la RCH, les zones intestinales affectées sont principalement le 
colon et le rectum. Les lésions développées par les patients atteints de la MC sont 
multifocales et trans-murales tandis que l’inflammation lors de RCH est homogène et 
restreinte à la muqueuse du colon (Abraham and Cho, 2009). 
Ces pathologies multifactorielles touchent 1 personne sur 1000 dans les pays 
industrialisés et sont causées par une combinaison de facteurs génétiques et 
environnementaux. Le tabagisme, le stress, certains médicaments, les infections  
seraient impliqués. Ces facteurs environnementaux influenceraient la flore intestinale et 
les fonctions des cellules du système immunitaire résidentes dans la lamina propria. Ces 
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données expliquerait la plus forte incidence dans les pays du Nord (Ng et al., 2013). De 
nombreux facteurs génétiques impliqués dans les maladies inflammatoires des intestins 
ont également été identifiés, un tiers de ces facteurs sont communs à la MC et la RCH 
(Lees et al., 2011).  
• Rôle des LT effecteurs 
Les études chez l’homme et dans les modèles animaux ont clairement établi que quel 
que soit le facteur à l’origine de la maladie inflammatoire des intestins, l’infiltration de la 
muqueuse intestinale par les LT CD4 est un facteur critique pour l’amplification et 
l’établissement de la chronicité de la maladie. La nature de la réponse T CD4 dans le 
développement des maladies inflammatoires des intestins a fait l’objet de nombreuses 
études. Initialement, la MC a été associée à une réponse Th1 tandis que la RCH était 
attribuée aux Th2. L’identification de la population Th17 a conduit à réévaluer cette 
hypothèse. Aujourd’hui, il est établi que la réponse T effectrice mise en jeu dans la MC 
et dans une moindre mesure la RCH est dominée par les Th1/Th17. Les études 
transcriptomiques réalisées sur des biopsies de patients atteints de MC ou de RCH 
montrent une signature Th1 / Th17 remarquablement similaire entre ces deux 
pathologies (Granlund et al., 2013). 
La MC a été initialement associée à un profil Th1. Dans le modèle animal d’induction de 
colite par transfert de LT CD4 CD45RBhigh à des receveurs immuno-déficients, l’IFNγ 
(Powrie et al., 1994) et l’expression du facteur de transcription T-bet (Neurath et al., 
2002) sont cruciaux pour le développement de la maladie. Chez les patients atteints de 
MC, les LT CD4 isolés à partir des intestins produisent préférentiellement de l’IFNγ (Fuss 
et al., 1996; Parronchi et al., 1997). Enfin, le traitement de patients atteints de formes 
modérées de MC par un anticorps anti-IFNγ améliore les signes cliniques (Hommes et 
al., 2006). 
La neutralisation de l’IL-12p40 chez les patients atteints de MC améliore également les 
signes cliniques de la maladie (Mannon et al., 2004). Cependant, la sous-unité p40 est 
commune à l’IL-12 et à l’IL-23, une cytokine importante pour le développement des 
réponses Th17. La contribution relative de l’IL-12 et l’IL-23 a alors été analysée dans le 
modèle spontané de colite chez les souris IL-10 KO. Dans ce modèle, la déficience en 
IL-12 n’affecte pas le développement de la maladie alors que l’absence d’IL-23 confère 
une protection totale. De plus, le traitement par l’IL-23 dans le modèle d’induction de 
colite par transfert de LT CD4 CD45RBhigh augmente la production d’IL-17 et accélère le 
développement de la maladie (Yen et al., 2006). Cependant, la déficience en IL-17A des 
LT CD4 CD45RBhigh n’affecte pas leurs capacités colitogéniques, suggérant un rôle de 
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l’IL-23 indépendant de son rôle dans le développement des réponses Th17. L’IL-23 
réduit en effet la génération d’iTregs dans le colon, favorisant ainsi le développement de 
ces pathologies (Izcue et al., 2008). De plus, l’IL-23 joue également un rôle clef dans le 
développement de la colite de manière indépendante des LT, comme démontré dans les 
souris déficientes pour RAG (Hue et al., 2006). L’IL-23 induit en effet la sécrétion d’IL-
17A, d’IFNγ et d’IL-22 par les ILC (cellules lymphoïdes inées) responsables du 
développement de la colite induite chez les souris RAG-/- par Helicobacter hepaticus 
(Buonocore et al., 2010). Ces cellules ILC répondant à l’IL-23 sont retrouvées en nombre 
accru dans l’intestin de patients atteints de CD (Geremia et al., 2011). La neutralisation 
de l’IL-23 apparaît ainsi comme une stratégie thérapeutique intéressante pour le 
traitement des maladies inflammatoires des intestins qui pourrait exercer un effet 
bénéfique dans le cadre des maladies inflammatoires des intestins en agissant à la fois 
sur la composantes innée (ILC) et adaptative (T helpers) de ces pathologies. 
En ce qui concerne le rôle de l’IL-17A, des résultats différents ont été observés dans le 
même modèle d’induction de colite par transfert de LT CD4 CD45RBhigh . Le transfert de 
LT déficients pour l’IL-17A entraîne une colite plus sévère que le transfert de cellules wt, 
associée à une production d’IFNγ plus forte. (O'Connor et al., 2009). Ces résultats 
suggèrent que l’IL-17A n’est pas impliquée ou exerce même un rôle régulateur en 
inhibant le développement des réponses Th1 pathogéniques. En accord avec ces 
résultats obtenus dans les modèles animaux, chez l’homme, le traitement de la MC à 
l’aide d’anticorps neutralisant l’IL-17A est inefficace (Hueber et al., 2012). 
Les cytokines associées aux LT CD4 Th17 sont fortement augmentées chez les patients 
atteints d’IBD : Les biopsies de côlon issues de patients atteints de la MC présentent en 
effet des niveaux élevés d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22 en comparaison avec les 
contrôles sains (Fujino et al., 2003) (Nielsen et al., 2003) (Andoh et al., 2005). Ces 
observations suggèrent une implication des Th17 dans la physiopathologie de la MC. En 
effet, l’expression du récepteur à l’IL-17 est essentielle pour le développement de la 
colite induite par le TNBS (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid) (Zhang et al., 2006). Enfin, 
si le transfert adoptif de LT déficients pour l’IL-17A ou l’IL-17F entraîne une pathologie 
similaire au transfert de LT sauvages, le transfert de T déficients pour RORγt, facteur de 
transcription du lignage Th17, n’induit pas de pathologie. De plus, chez les souris 
injectées avec des cellules IL-17F KO le traitement avec un anticorps anti-IL-17 
supprime la pathologie, indiquant un rôle redondant de ces deux cytokines (Leppkes et 
al., 2009). 
Les populations Th1 et Th17 contribuent au développement de la MC. Il existe une 
plasticité entre ces lignages Th1 et Th17 (Lee et al., 2009). La contribution relative des 
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Th1 et des Th17 à la pathologie ainsi que le rôle des LT CD4 produisant à la fois de 
l’IFNγ et de l’IL-17, retrouvés dans les intestins de patients atteints de MC (Annunziato et 
al., 2007) reste à élucider. 
L’IL-22, exprimée par certains Th17 et qui caractérise le lignage Th22 peut exercer des 
effets pro-inflammatoires en activant la production de chimiokines et métalloprotéines 
par les myofibroblastes du colon, mais également des effets protecteurs par son action 
sur la migration et la prolifération des cellules épithéliales intestinales (Andoh et al., 
2005; Brand et al., 2006). L’expression de l’IL-22 est élevée dans le sérum et l’intestin de 
patients atteints de MC (Andoh et al., 2005; Brand et al., 2006). L’IL-22 exerce des effets 
protecteurs dans les modèles animaux de colite (Sugimoto et al., 2008; Zenewicz et al., 
2008). L’implication de cette cytokine, pouvant être produite par les Th17, les NK ou les 
Th22, reste à étudier. 
• Rôle des Tregs  
Les souris déficientes pour Foxp3 développent une inflammation multi-organes létale 
avec une forte atteinte de l’intestin. Cette inflammation peut être contrôlée par le 
transfert de Tregs sauvages (Fontenot et al., 2003). Différentes populations de Tregs 
sont présentes dans l’intestin : les nTregs générés dans le thymus, les iTregs exprimant 
Foxp3 et se différentiant dans l’intestin, et les Tr1 producteurs d’IL10.  Les antigènes 
intestinaux, tels que des antigènes du soi dérivés des cellules de l’intestin ou des 
antigènes exogènes issus de la lumière intestinale, façonneraient le pool de Tregs 
intestinaux. En conditions non inflammatoires, les mLN (ganglions mésentériques) et 
GALT (gut-associated lymphoid tissue) seraient des sites privilégiés pour la génération 
de Tregs périphériques (Sun et al., 2007) et de Tr1 (Kamanaka et al., 2006). Ces iTregs 
sont ensuite fonctionnels dans l’intestin et au niveau systémique. Ces iTregs 
collaboreraient avec les nTregs, présents en plus grande proportion, au maintien de 
l’homéostasie intestinale. Chez l’homme atteint de maladie inflammatoire des intestins, 
la tolérance orale est défaillante (Kraus et al., 2004) (Kraus et al., 2006) suggérant un 
défaut de génération d’iTregs. Deplus, une déficience sélective en iTregs chez la souris 
n’entraîne pas de syndrome auto-immun systémique mais le développement de 
pathologies inflammatoires affectant les muqueuses intestinales et pulmonaires 
(Josefowicz et al., 2012). Cependant, les proportions de ces trois populations de Tregs 
dans l’intestin et leur contribution relative au maintien de l’homéostasie intestinale 
restent à élucider. 
Les souris dont les LT sont déficients pour l’IL-10 ou le TGF-β développent 
spontanément une colite (Li et al., 2007; Roers et al., 2004; Rubtsov et al., 2008). L’IL-10 
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joue un rôle crucial dans le maintien de l’homéostasie intestinale. Si l’IL-10 est une 
cytokine immunosuppressive clef produite par les T CD4 Foxp3+, les souris IL-10 KO ne 
développent pas de syndrome lympho-prolifératif analogue à celui observé chez les 
souris déficientes pour Foxp3, par contre, elles présentent une susceptibilité accrue à 
l’inflammation intestinale (Kullberg et al., 1998). La sécrétion d’IL-10 par les Tregs est 
importante pour l’homéostasie intestinale mais d’autres LT CD4, tels que les Tr1, y 
participent de façon non redondante en produisant cette cytokine immunosuppressive 
(Maynard et al., 2007; Rubtsov et al., 2008). L’IL-10 exerce également ces effets sur les 
Tregs, les Tregs déficients pour l’IL-10R perdent l’expression de Foxp3 et ainsi leurs 
fonctions suppressives (Murai et al., 2009). Les Tregs déficients pour l’IL-10 sont 
capables de contrôler le développement de l’inflammation intestinale aussi bien dans le 
modèle de colite induite par le transfert de cellules naïves (Asseman et al., 1999) que 
celui induit par Helicobacter hepaticus (Maloy et al., 2003). De plus, une déficience 
sélective des Tregs pour l’IL-10 chez la souris résulte en une colite spontanée et des 
réponses inflammatoires au niveau d’autres épithéliums comme la peau et les poumons 
(Rubtsov et al., 2008). Ces dernières études révèlent un rôle majeur de l’IL-10 sécrétée 
par les Tregs dans le maintien de l’homéostasie intestinale. 
La signalisation via le TGF-β est importante pour le contrôle de l’homéostasie intestinale. 
Les LT CD4 exprimant un dominant négatif pour le récepteur au TGF-β entraînent une 
maladie inflammatoire des intestins qui ne peut pas être contrôlée par les Tregs (Fahlen 
et al., 2005). Les intestins présentent une forte concentration de TGF-β mais sous forme 
inactive. Les intégrines αvβ6 et αvβ8, exprimées respectivement par les cellules 
épithéliales intestinales et les DC, jouent un rôle clé dans l’activation du TGF-β  (Munger 
et al., 1999) (Lacy-Hulbert et al., 2007) (Travis et al., 2007). Un des mécanismes est le 
clivage du complexe TGF-β/LAP (latency-associated peptide) par l’intégrine αvβ6 
(Munger et al., 1999). La thrombospondine et la furine, exprimées par les Tregs, 
présentent les mêmes capacités d’activation du TGF-β  (Oida et al., 2003) (Pesu et al., 
2008). Ainsi, les CPA, les entérocytes et les Tregs collaborent pour activer le TGF-β et 
maintenir un état de tolérance au niveau de l’intestin. Le TGF-β  peut être produit in vitro 
par les Tregs Foxp3+ mais également par les Tr1 (Maynard et al., 2007). Cependant, 
l’importance du TGF-β produit par les Tregs dans le contrôle d’une colite expérimentale 
est encore débattue (Fahlen et al., 2005). Le TGF-β peut en effet être produit par de très 
nombreuses populations cellulaires. Une autre cytokine immuno-régulatrice, l’IL-35, 
serait impliquée dans le contrôle de colite par les Tregs. En effet, les Tregs déficients 
pour cette cytokine sont moins efficaces pour inhiber une colite induite par des LT CD4 
naïfs (Collison et al., 2007). 
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L’expression de la molécule CTLA-4 est requise pour les fonctions des Tregs. En effet, 
les souris dont les cellules Foxp3+ sont déficientes pour CTLA-4 succombent suite au 
développement de diverses pathologies auto-immunes (Wing et al., 2008). De façon 
intéressante, un des effets secondaires présentés par des patients traités pour des 
mélanomes malins avec un anticorps bloquant CTLA-4 est le développement 
d’entérocolites (Cranmer and Hersh, 2007). Cette observation suggère que chez 
l’Homme, comme chez la souris, CTLA-4 joue un rôle crucial dans le maintien de 
l’homéostasie intestinale.  
Par ailleurs, les Tregs déficients pour CCR4 et CCR7, incapables de migrer dans les 
mLN, sont incapables de prévenir le développement de la colite (Yuan et al., 2007) 
(Schneider et al., 2007). Les Tregs déficients pour l’intégrine β7, nécessaire pour leur 
migration vers la lamina propria et les tissus intra-épithéliaux, contrôlent la colite induite 
par le transfert de LT CD4 naïfs (Denning et al., 2005). L’ensemble de ces données 
suggère que les Tregs exercent leurs fonctions suppressives au niveau des mLN dans 
ce modèle. De façon intéressante, les Tregs transférés dans un hôte après 
établissement de la colite atteindraient les mLN puis prolifèreraient avant de rejoindre 
l’épithélium intestinal où ils exerceraient leur activité suppressive sur les LT 
colitogéniques (Mottet et al., 2003; Uhlig et al., 2006). Ces données suggèrent que les 
Tregs seraient également capables de contrôler l’activation des LT effecteurs au niveau 
de l’épithélium inflammé. 
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CHAPITRE 5 – STRATEGIES D’ETUDE DE LA COMPOSANTE 
GENETIQUE DES MALADIES MULTIFACTORIELLES  
5.1 Chez l’homme, les « Genome Wide Association Studies »    
Chez l’Homme, les études d’association génomique (GWAS, Genome Wide Association 
Studies) cherchent à identifier, sans à priori, les variations génétiques associés au 
développement de pathologies. Le principe est d’étudier l’association entre des SNP 
(Single Nucleotide Polymorphism) et une pathologie. Ces études comparent les 
génomes de populations d’individus sains et atteints de la pathologie considérée. Ce 
type d’études à grande échelle a vu le jour au début des années 2000 et a depuis 
révolutionné la génétique humaine, permettant l’identification de nombreux gènes de 
susceptibilité impliqués dans diverses pathologies. 
La fiabilité des associations ainsi révélées par les GWAS dépend de la distance entre le 
locus du marqueur génétique (SNP) analysé et le locus où réside réellement le variant 
génétique de susceptibilité à la maladie. Il est ainsi important de disposer d’une forte 
couverture du génome en SNPs. Les SNP sont des marqueurs génétiques stables et 
régulièrement répartis sur tout le génome et constituent la forme la plus abondante de 
variations génétiques dans le génome humain. Des études de séquençage systématique 
du génome humain ont conduit à estimer qu’il existe un SNP toutes les 1000 paires de 
bases (pb) environ (2000 pb au niveau des séquences codantes et 800 pb au niveau 
des séquences non codantes). 
Ainsi, la forte représentation de variants alléliques particuliers au sein de la population 
affectée par une maladie suggère fortement leur implication dans la susceptibilité à 
développer ce désordre. Dans ce cas, l’ «odd ratio» indique la force de l’association 
entre un polymorphisme et le développement d’une pathologie. L’interprétation simplifiée 
de ce paramètre est la suivante : si le variant allélique n'est pas lié à la maladie, l’odd 
ratio est proche de 1. Si la variation génétique est positivement corrélée à la maladie, sa 
valeur est supérieure à 1. Ce polymorphisme est alors considéré comme un facteur de 
risque. Enfin, si l’expression du SNP est liée négativement à la maladie, sa valeur est 
inférieure à 1. Cette variation allélique présente alors un effet protecteur.  
Ce type d’étude nécessite des cohortes importantes et homogènes (genre, âge, 
environnement), permettant de minimiser l’impact des facteurs environnementaux. Afin 
de valider les résultats, la même analyse doit ensuite être confirmée avec d’autres 
cohortes dont les facteurs environnementaux sont différents. Ces dernières années, la 
multiplication de ce type d’analyse a permis l’identification de nombreux loci de 
susceptibilité à différentes pathologies. Toutefois, ces régions conférant une probabilité 
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plus élevée à développer une pathologie donnée contiennent souvent de nombreux 
gènes. 
Les GWAS ont révolutionné la compréhension des facteurs génétiques impliqués dans 
les pathologies humaines et permis d’identifier de nombreux variants alléliques associés 
à de nombreuses pathologies complexes. Cependant, les variants identifiés n’expliquent 
qu’une faible part du risque génétique (Manolio et al., 2009). En effet, ces études, 
basées sur le principe « common disease, common variant » ne peuvent pas détecter 
des variants rares associés aux pathologies dans les populations. De même, les GWAS 
ne disposent pas du pouvoir statistique suffisant pour identifier des variants exerçant un 
effet faible sur la pathologie. Enfin, l’impact des interactions entre différents gènes n’est 
pas pris en compte. Deux variants non détectés car faiblement associés au 
développement de la maladie peuvent, lorsqu’ils sont combinés, exercer un effet majeur. 
Les méta-analyses consistant à faire une synthèse de l’information de plusieurs GWAS 
indépendantes augmentent le pouvoir statistique et permettent d’augmenter la sensibilité 
des GWAS ainsi que de réduire le nombre de faux positifs. La plupart nouveaux variants 
génétiques identifiés ces dernières années l’ont été grâce à ces nouvelles approches. 
Toutefois, la normalisation entre les données obtenues à partir de populations 
différentes pose souvent problème. Les méta-analyses ne permettent cependant pas 
palier à tous les problèmes rencontrés. Etant donné le nombre important de SNP 
analysés et la taille des populations comparées dans les GWAS, les algorithmes 
mathématiques actuels ne permettent pas de prendre en compte les interactions entre 
gènes. L’évolution de la bioinformatique devrait cependant permettre de réaliser de telles 
études dans les prochaînes années (Zhu et al., 2013) et ainsi d’ouvrir le champ des 
possibles pour la découverte de nouveaux gènes de susceptibilité aux diverses 
pathologies humaines. 
5.2 Stratégies dans les modèles animaux  
• Intérêt des modèles animaux 
Chez l’homme, l’identification des gènes impliqués dans les pathologies complexes est 
un défi difficile. L’hétérogénéité génétique des populations humaines et la variabilité 
considérable des facteurs environnementaux représentent un obstacle majeur. Dans ce 
contexte, les modèles animaux permettent de contrôler les facteurs environnementaux et 
d’éliminer l’hétérogénéité génétique. L’identification formelle des gènes impliqués dans 
l’apparition de pathologies et de leurs mécanismes d’action est ainsi facilitée. De plus, le 
génie génétique permet, chez l’animal, l’identification formelle du gène et de la protéine 
mutante ainsi que la compréhension des mécanismes d’action sous-jacents. Le 
développement de la génétique comparative et la mise en évidence des régions de 
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synténie entre les génomes humains et ceux des organismes modèles permettent 
ensuite la recherche directe de polymorphismes des gènes orthologues chez l’homme. 
Enfin, les modèles animaux permettent la réalisation des études fonctionnelles 
nécessaires à la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires par 
lesquels un polymorphisme ou l’invalidation d’un gène influe sur le développement d’une 
pathologie. L’identification des voies physiopathologiques dans les modèles animaux 
permet ensuite la transposition à la pathologie humaine. 
En pratique deux étapes expérimentales sont essentielles pour identifier les gènes de 
contrôle des maladies (Lagrange and Fournie, 2010). La première est une analyse de 
liaison réalisée le plus souvent dans une population de rats ou de souris hybrides de 
deuxième génération. Cela permet d'identifier les loci contrôlant des caractères 
quantitatifs (QTL, quantitative trait locus), c'est-à-dire de localiser les gènes de contrôle 
dans des intervalles de 10 à 40 centi Morgans (cM). La deuxième étape est la dissection 
génétique de ces loci, réalisée à l'aide d'une collection de rats ou souris congéniques. 
Elle permet d'affiner la localisation du ou des gènes de susceptibilité dans des intervalles 
de l'ordre de 1 Mb. Ces intervalles contiennent en moyenne 10 à 20 gènes. 
L'identification du gène responsable parmi ces candidats fait alors appel à des 
techniques de génomique fonctionnelle rendues possibles du fait du faible nombre de 
gènes à étudier.  
• Identification de QTL 
La stratégie de clonage positionnel consiste à identifier des régions génomiques 
contenant des variants génétiques associés à un phénotype donné. La recherche de 
QTL consiste en une analyse de liaison qui utilise les données génétiques d’une part et 
les données phénotypiques d’autre part. Elle nécessite la construction d’une carte 
génétique dense en marqueurs, répartis sur l’ensemble du génome et de positions 
connues les uns par rapport aux autres. Ainsi chaque sujet de l’étude sera caractérisé 
par son profil génétique et son profil phénotypique mis en parallèle. Les croisements 
entre souches consanguines constituent des dispositifs de référence pour la détection de 
QTL. Une souche est considérée comme consanguine quand, à partir d'un couple 
ancestral, elle a fait l'objet d’au moins 20 générations de croisements frère-sœur. 
L'utilisation de ces lignées fixées évite les problèmes de l'hétérogénéité génétique. 
Toutes ces caractéristiques contribuent à rendre les études génétiques plus faciles à 
partir d'animaux consanguins que chez l'homme. Elles permettent ainsi la mise en 
œuvre de nombreux modèles expérimentaux d'études de pathologies humaines à 
caractère complexe. 
 







Figure 12 : Stratégies d’identification de QTL 
Selon la dominance/récessivité des phénotypes pour lesquels les QTL sont recherchés, 
deux stratégies différentes sont mises en place. Dans le cas de caractères co-
dominants, l’étude de la corrélation entre génotype et phénotype est réalisée dans une 
population F2 qui présente ainsi des régions génomiques homozygotes pour l’un ou 
l’autre des génotypes parentaux. Dans le cas de caractères récessifs, l’analyse est 
réalisée dans une population BC1 issue d’un backcross des F1 avec la souche parentale 
portant le phénotype récessif. Ainsi le génotype peut être soit homozygote d’origine du 
parent portant la mutation récessive, soit hétérozygote. 
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En croisant deux souches consanguines homozygotes de phénotypes distincts, on 
obtient une population F1 dans laquelle les individus sont tous génétiquement identiques 
et hétérozygotes pour l'ensemble du génome. A partir des F1 obtenus, deux stratégies 
peuvent être adoptées, le croisement Backcross ou la génération de F2. (cf Figure 12) 
-   Lorsque le caractère phénotypique sur lequel est basé l’étude est récessif, le 
croisement backcross, réalisé avec la souche parentale (désigné comme population 
receveuse ou parent récurent) portant l’allèle récessif est la stratégie la plus adaptée 
pour identifier un QTL. Les recombinaisons aléatoires permettent d’obtenir, selon les 
régions génomiques, une descendance BC1 (backcross 1) dont le génome est soit 
homozygote pour le génome récurrent soit hétérozygote. Les QTL d’intérêts contrôlant le 
phénotype sont donc situés, chez les BC1 du même phénotype que la population 
receveuse, dans les régions homozygotes de phénotype récessif et exclus des régions 
hétérozygotes. Le nombre de descendants nécessaire pour estimer un QTL avec un 
protocole backcross est alors deux fois moins important que dans un protocole F2. 
-   Le protocole F2, consistant à croiser les F1 entre eux est utilisé dans le cas de 
caractères co-dominants, en effet, le génome de la descendance F2 sera dans ce cas 
composé de parties hétérozygotes mais également de parties homozygotes pour l’un et 
l’autre des génomes parentaux. 
Un premier balayage de l’ensemble du génome permet ainsi de mettre en évidence un 
certain nombre de QTL. A ce stade, les intervalles de confiance des QTL détectés sont 
importants (de l'ordre de 10 à 40 cM). Cependant la localisation d'un QTL dans de tels 
intervalles contenant plusieurs centaines de gènes ne permet pas d'aborder l'étape de 
l'identification du gène. De plus, les résultats obtenus ces dernières années montrent 
que les effets génétiques mis en évidence dans le cadre des programmes de détection 
de QTL sont souvent dus à un ensemble de gènes localisés dans un même QTL. Ce 
type d'observation a été fait en particulier dans les modèles murins de diabète, de lupus 
ou d'épilepsie (Legare et al., 2000). Par ailleurs, les effets d'un QTL peuvent varier en 
fonction de la forme allélique d'un autre gène situé sur un autre locus (phénomène 
d’épistasie) (Fijneman et al., 1996). Les limites des programmes de primo-détection de 
QTL évoquées ci-dessus soulignent l'intérêt d'une localisation plus précise des QTL. 
La précision de la localisation des QTL est limitée par le nombre d'événements de 
recombinaison survenus dans la population étudiée. Augmenter la taille de la population 
F2 ou BC1 d'une part et la densité de marqueurs d'autre part, permet d'améliorer la 
précision de la localisation d'un QTL, mais cette méthode a ses limites et un cout 
souvent rédhibitoire. Il existe différents dispositifs permettant d'aboutir à une réduction 
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de la zone de localisation des QTL détectés lors d'une primo-détection. Certains d'entre 
eux sont décrits dans le chapitre suivant.  
Identifier le ou les gènes responsable(s) du phénotype contrôlé par un QTL nécessite 
une taille plus petite, de l’ordre de 1-2 Mb. Les procédures qui permettent de diminuer 
l'intervalle de localisation d'un QTL se basent sur le principe de la dissection génétique 
du chromosome. La cartographie fine de QTL est une approche ciblée, limitée le plus 
souvent à une région unique du génome (ou quelques régions en cas d'interactions de 
gènes). Elle implique un choix préalable des régions du génome à étudier de façon 
prioritaire et nécessite de disposer de réseaux denses de marqueurs dans les régions 
étudiées. 
• Dissection génétique 
. Génération de lignées congéniques 
Les lignées congéniques ou lignées quasi-isogéniques (NIL=Nearly Isogenic Line) sont 
obtenues à partir d'une souche consanguine pour laquelle une région chromosomique a 
été remplacée par celle d'une autre souche consanguine. L'intervalle d'un QTL d'une 
souche donneuse est introduit dans une souche receveuse sous le contrôle de 
marqueurs (Marker Assisted Selection : MAS) à l'aide de croisements en retour 
successifs, effectués sur la souche receveuse. Le génotypage de marqueurs au niveau 
de la région d'étude permet d'identifier les animaux porteurs de la région à introduire et 
de les sélectionner comme parents de la génération suivante. Par cette méthode dite 
"classique", la sélection des animaux pour le croisement en retour suivant s'effectue 
uniquement au niveau de la région d'intérêt. Il est en général nécessaire d'effectuer une 
dizaine de générations de croisements en retour successifs, suivi d'un croisement 
consanguin pour obtenir des animaux congéniques. La production de telles lignées 
nécessite alors 3 à 4 ans. 
Elle permet de sélectionner les descendants ayant à la fois hérité de la région d'intérêt à 
introduire et ayant la plus forte proportion du génome receveur pour tout le reste du 
génome (fond génétique). La production de lignées congéniques par cette méthode 
permet de diminuer le nombre de générations nécessaires pour l'obtention des lignées 
congéniques. Une lignée congénique pure diffère de la souche parentale uniquement 
aux environs du QTL. En pratique, il est nécessaire de disposer de marqueurs répartis 
sur l'ensemble du génome, pour vérifier la pureté du fond génétique d'une lignée 
congénique. Une couverture du génome par 200 marqueurs répartis de manière 
homogène est en pratique suffisante et permet de vérifier que, statistiquement, la pureté 
du fond génétique de la lignée obtenue est au moins égale à 99.5%. 




           
Figure 13 : Génération de lignées congéniques 
Un premier croisement entre les souches donneuses et receveuses permet d’obtenir les 
F1, hétérozygotes. Ces F1 sont croisés avec la souche receveuse. Les recombinants 
dans la région d’intérêt sont sélectionnés à partir de la descendance de ce croisement 
backcross (BC). Pour la technique de « speed-congenics », la sélection porte également 
sur le pourcentage du génome homozygote d’origine parentale hors de la région 
d’intérêt. Les recombinants sélectionnés sont à nouveau croisés avec la souche 
parentale (BC2, 3 ) jusqu'à obtenir un recombinant dans la région d’intérêt présentant 
dont l’origine du génome est à plus de 99,5% d’origine de souche parentale. Ces 
recombinants sont alors croisés (intercross) afin de générer des animaux portant le 
fragment génomique d’intérêt à l’état homozygote.  
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La stratégie de "Speed Congenics", utilisant un protocole de MAS étendu à l'ensemble 
du génome, permet une génération plus rapide de ces lignées (Wakeland et al., 1997).  
 
. Génération de sous-lignées congéniques 
Les lignées congéniques spécifiques d'un intervalle (ISCS: Interval-Specific Congenic 
Strain) sont obtenues en recherchant des individus recombinants dans l'intervalle de 
localisation du QTL. L'objectif est d'obtenir un sous-ensemble de lignées congéniques 
présentant des recombinaisons régulièrement réparties dans l'intervalle de localisation 
du QTL. Ainsi les ISCS permettent d'obtenir des animaux recombinants à des endroits 
différents au sein d'un même QTL et donc de restreindre l'intervalle de localisation du 
QTL en éliminant les zones n'ayant aucun effet sur le phénotype.  
Les sous-lignées sont produites à partir d'une lignée congénique qui sera rétrocroisée 
avec la souche receveuse. Les animaux recombinants sélectionnés seront intercroisés 
(frère-sœur) pour obtenir des animaux homozygotes. Les ISCS peuvent également être 
produites à partir d'un croisement entre deux lignées congéniques.  
La dissection génétique à l'aide de lignées et sous lignées congéniques est une 
approche puissante pour identifier les gènes impliqués dans les modèles animaux de 
maladies multifactorielles humaines. Ceci permet d'entreprendre des études chez 
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CHAPITRE 6 - LE MODELE BN / LEW, SUSCEPTIBILITE OPPOSEE 
AUX PATHOLOGIES MEDIEES PAR LE SYSTEME IMMUNITAIRE 
Mon équipe cherche à identifier les facteurs contrôlant l’homéostasie du système 
immunitaire et à élucider les mécanismes impliqués. Ce chapitre décrit le modèle 
BN/LEW et les travaux précédemment réalisés sur lesquels mon travail de thèse est 
basé. 
Les souches de rats BN et LEW présentent des susceptibilités diamétralement opposées 
aux pathologies expérimentales médiées par le système immunitaire. Les rats BN sont 
sensibles au développement de la pathologie induite par l’injection de sels de métaux 
lourds alors que les rats LEW sont totalement résistants. Le traitement du rat LEW par 
les sels de mercure n'induit en effet aucun des symptômes observés chez le BN mais se 
traduit par une immunosuppression active dépendante du compartiment CD8 le rendant 
résistant au développement de l'EAE (Castedo et al., 1993). Les rats LEW sont 
également résistants à l’infection par le parasite Toxoplasma gondii alors que les rats BN 
sont sensibles (Sergent et al., 2005). De manière opposée, les rats LEW sont 
susceptibles au développement de l’EAE et de l’uveorétinite alors que les rats BN sont 
résistants. Ainsi, les rats LEW sont fortement susceptibles aux pathologies impliquant les 
Th1 tandis que le fond génétique BN prédispose aux pathologies impliquant les Th2 
(Fournie et al., 2001). 
Ces différences sont associées à de nombreuses différences entre le système 
immunitaire des rats BN et LEW. Ainsi, ces deux souches de rat constituent un modèle 
de choix pour l'analyse des gènes et des voies physiopathologiques impliqués dans les 
pathologies médiées par le système immunitaire. 
6.1 Contrôle génétique de la susceptibilité aux sels de métaux lourds 
Les travaux de mon équipe ont permis d’identifier plusieurs loci contrôlant la 
susceptibilité opposée des rats BN et LEW aux désordres immunologiques induits par 
les sels de métaux lourds. Par une analyse de liaison réalisée sur une population F2 
(LEW x BN), 3 loci nommés Iresp1 (Iresp: Immunoglobin response QTL) Iresp2 et Iresp3 
ont été identifiés (Mas et al., 2000). Iresp1 est colocalisé avec la région du CMH sur le 
chromosome 20, Iresp2 est localisé sur le chromosome 10, dans une région qui 
comprend un groupe de gènes caractéristiques de la réponse Th2 en particulier l'IL-4. 
Une association avec la région synthénique chez l'homme est retrouvée dans le cas des 
maladies allergiques. Ces résultats sont en accord avec les données sur la 
physiopathologie de la maladie. Enfin, le troisième locus identifié, Iresp3 est localisé sur 
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le chromosome 9. L’influence de ce locus d'environ 7 cM sur la réponse IgE et la 
production auto-anticorps est particulièrement importante par rapport aux deux autres 
loci identifiés. Par la suite et afin de réduire la taille des régions candidates portant les 
gènes de contrôle de la maladie induite par les sels d'or, en particulier du locus Iresp3, 
l'équipe a généré des lignées congéniques. Ainsi la taille du locus Iresp3 a pu être 
réduite de 7 à 1,2 cM (Mas et al., 2004).  
6.2 Profils d’expression de CD45RC et polarisation de la réponse 
immune 
La molécule CD45 est une glycoprotéine transmembranaire à activité tyrosine 
phosphatase qui possède un domaine N-terminal extracellulaire fortement glycosylé et 
sialylé. L'expression de CD45 est restreinte aux cellules hématopoïétiques. Ce domaine 
extracellulaire varie selon les différents isoformes de la protéine générées par épissage 
alternatif des exons A, B et C. Les fonctions du domaine extracellulaire reste mal 
comprises. Le domaine intracellulaire possède l'activité tyrosine phosphatase régule 
l'activation des kinases de la famille Src (principalement Lck dans les lymphocytes T et 
Fyn dans les lymphocytes B). Chez le rat, le niveau d'expression de l’isoforme RC de 
CD45 (CD45RC) permet de d’identifier deux sous-populations distinctes de LT CD4 ou 
CD8 : les cellules CD45RChigh et CD45RClow. Ces sous-populations présentent des 
caractéristiques fonctionnelles distinctes : En effet, les LT CD4 naïfs responsables des 
réponses immunes pathologiques sont contenues dans la population CD45RChigh, 
enrichie en cellules alloréactives, tandis que les cellules CD45RClow, sont enrichies en 
cellules mémoires (Powrie and Mason, 1989) (Bell et al., 1998) (Bell et al., 2001) et 
régulatrices Foxp3+ (Colacios et al., 2011). Les LT CD4 CD45RClow exercent ainsi un 
effet régulateur dans de nombreux modèles de pathologies induits par le transfert de la 
population pathogène CD45RChigh.  
Les rats LEW présentent une prédominance des cellules CD45RChigh au sein des LT 
CD4 (environ 70%) tandis que chez le rat BN, les populations CD45RChigh et CD45RClow 
sont également représentées (environ 50%) (Subra et al., 2001). Le locus Cdexp1, situé 
sur le chromosome 9, a été identifié comme responsable du contrôle de l’expression de 
CD45RC par les sous-populations lymphocytaires T par une étude de liaison réalisée 
dans une cohorte de rats F2 (Subra et al., 2001). Le fond génétique influence également 
le profil de production de cytokines des LT CD4 CD45RChigh. En effet, lors de stimulation 
allogéniques in vitro, les LT CD4 CD45RChigh des rats LEW produisent 
préférentiellement de l’IFNγ et de l’IL-2 tandis que les LT CD4 CD45RChigh d’origine BN 
produisent principalement de l’IL-4  (Xystrakis et al., 2004a). Associé à ces différences 
fonctionnelles, le transfert de LT CD4 CD45RChigh à des receveurs F1 (BNxLEW) induit 
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une réaction du greffon contre l’hôte (GvH) aigue et létale lorsque les cellules 
transférées sont d’origine LEW  alors que le transfert de cellules d’origine BN induit une 
GvH chronique, caractérisée par de forts taux d’IgE mais pas de signes cliniques ou 
histologiques de réaction aigue. Le fond génétique BN ou LEW influe ainsi à la fois les 
niveaux d’expression de CD45RC par les LT et la fonction de ces cellules.  
 
6.3 Une région du chromosome 9 joue un rôle crucial dans l’homéostasie 
du système immunitaire 
De manière intéressante, le profil d’expression de CD45RC par les LT CD4 corrèle avec 
la susceptibilité au développement de la réponse IgE induite par les sels de métaux 
lourds. Chez des rats F2 (LEW x BN), un ratio CD45RChigh/low faible est en effet associé à 
une réponse IgE accrue (Subra et al., 2001). De plus, les loci Iresp3 et Cdexp1, 
contrôlant respectivement la susceptibilité aux sels de métaux lourds et les niveaux 
d’expression de CD45RC, colocalisent. Ainsi, ces résultats suggèrent fortement que ces 
deux phénotypes pourraient être sous le contrôle d’un même gène et être 
fonctionnellement liés.  
La région du chromosome 9 contenant les loci Iresp3 et Cdexp1 joue un rôle important 
dans l’homéostasie du système immunitaire. En effet, cette même région contient 
également les loci Cia15 (Collagen induced arthritis QTL 15) et Eae4 (Experimental 
allergic encephalomyelitis QTL 4) (Furuya et al., 2000) (Dahlman et al., 1999). Ainsi, les 
loci Iresp3, Cdexp1, Cia15 et Eae4 co-localisent. Le fait que cette même région 
chromosomique soit impliquée dans le contrôle de la réponse Th2 aux sels de métaux 
lourds, de l’expression de CD45RC par les LT et de ces deux pathologies résultant d’une 
dérégulation du système immunitaire indique un rôle majeur d’un ou plusieurs gènes, 
localisés sur le chromosome 9 dans le contrôle de l’homéostasie du système 
immunitaire. 
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OBJECTIFS 
 
Le premier objectif de mes travaux de thèse a été d’identifier, au sein de l’intervalle 
Iresp3, le(s) gène(s) impliqué(s) dans la susceptibilité aux désordres immunologiques 
induits par les sels de métaux lourds, ainsi que de déterminer les mécanismes cellulaires 
impliqués. 
De plus, peu avant mon arrivée au laboratoire, l’équipe a identifié une mutation 
spontanée induisant une lymphopénie T CD4 et le développement spontané d’une 
maladie inflammatoire des intestins. Cette mutation récessive a pu être révélée grâce 
aux croisements frère-sœur effectués pour le maintien de la lignée. Cette mutation 
récessive a été fixée, permettant la génération d’une nouvelle lignée de rat appelée BNm 
(BN muté). Le second objectif de ma thèse a été d’identifier le gène muté chez les rats 
BNm et de comprendre les mécanismes par lesquels cette mutation affecte l’homéostasie 
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L’injection de sels de métaux lourds déclenche chez les rats Brown-Norway (BN) une 
activation polyclonale des lymphocytes T et B associée à une production d’auto-
anticorps, une réponse IgE exacerbée et une néphropathie. En revanche, les rats Lewis 
(LEW) sont complètement résistants à ces désordres immunologiques. Les travaux de 
dissection génétique réalisés par mon équipe ont permis l’identification du locus Iresp3 
(immunoglobulin response QTL3, 1,1Mb) sur le chromosome 9 qui contrôle la 
susceptibilité aux désordres immunologiques induits par les sels d’or. De manière 
intéressante, le locus Iresp3 est inclus dans le locus Cdexp1, un locus qui contrôle 
l’expression de CD45RC par les LT, suggérant une relation fonctionnelle entre ces deux 
phénotypes. 
Les premiers objectifs de ma thèse ont consisté à i) étudier si Iresp3 contrôlait 
également les désordres immunologiques induits par les sels de mercure, ii) réduire la 
taille de la région Iresp3 afin d’identifier le ou les gènes impliqués et iii) évaluer la 
contribution relative des sous-populations lymphocytaires T CD4 CD45RChigh et 
CD45RClow dans le contrôle génétique des désordres immunologiques induits par les 
sels de mercure. À l’aide de lignées congéniques, nous avons réduit le locus Iresp3 à 
117-kb et montré qu’il contrôle également les désordres immunologiques induits par les 
sels de mercure. En effet, les rats BN congéniques portant l’intervalle de 117-kb 
d’origine LEW sont résistants aux désordres immunologiques induits par les sels de 
mercure et ne développent pas de réponse IgE et de néphropathie. Cet intervalle de 
117-kb contrôle également l'expression de CD45RC par les LT CD4. Enfin les études 
fonctionnelles réalisées in vivo révèlent que cet intervalle contrôle également la capacité 
des LT CD4 CD45RChigh à déclencher les troubles auto-immuns en réponse aux sels de 
mercure.  
Ainsi, cette étude met en évidence le rôle des LT CD4 CD45RChigh dans la susceptibilité 
opposée des rats BN et LEW aux désordres immunologiques induits par les sels de 
métaux lourds et a permis d’identifier un intervalle de 117-kb, sur le chromosome 9, qui 
contrôle leurs fonctions. Parmi les 4 gènes de cette région, de part son expression 
exclusive par les cellules hématopoïétiques et ces fonctions cellulaires au sein des LT, 




Genetic control of HgCl2-induced IgE and autoimmunity
by a 117-kb interval on rat chromosome 9 through
CD4 CD45RChigh T cells
C Pedros1,2,3,5, O Papapietro1,2,3,5, C Colacios1,2,3, A Casemayou1,2,3, I Bernard1,2,3, V Garcia1,2,3,6, D Lagrange1,2,3,
B Mariame´1,2,3, O Andreoletti4, GJ Fournie´1,2,3,7 and A Saoudi1,2,3,7
Gold or mercury salts trigger a dramatic IgE response and a CD4 T-cell-dependent nephropathy in Brown-Norway (BN), but not in
Lewis (LEW) rats. We previously identified the 1.1-Mb Iresp3 (immunoglobin response QTL3) locus on chromosome 9 that controls
these gold salt-triggered immune disorders. In the present work, we investigated the genetic control of HgCl2-induced
immunological disorders and assessed the relative contribution of the CD45RChigh and CD45RClow CD4 T-cell subpopulations in this
control. By using interval-specific congenic lines, we narrowed down Iresp3 locus to 117-kb and showed that BN rats congenic for
the LEW 117-kb were protected from HgCl2-triggered IgE response and nephropathy. This 117-kb interval also controls CD45RC
expression by CD4 T cells and the ability of CD45RChigh CD4 T cells to trigger the autoimmune disorders resulting from HgCl2
administration. This 117-kb region contains four genes, including Vav1, a strong candidate gene according to its cellular function
and exclusive expression in hematopoietic cells. Thus, this study highlights the role of the CD45RChigh CD4 T-cell subpopulation
in the opposite susceptibility of BN and LEW rats to HgCl2-triggered immune disorders and identifies a 117-kb interval on
chromosome 9 that has a key role in their functions.
Genes and Immunity advance online publication, 25 April 2013; doi:10.1038/gene.2013.21
Keywords: congenic rats; heavy metal-triggered immune disorders; positional cloning; Vav1; CD45RC
INTRODUCTION
The etiology of autoimmune diseases remains largely unknown.
Epidemiological studies indicate that environmental factors are
involved in triggering autoimmune processes in genetically
predisposed individuals. The heavy metal mercury, in addition of
being a common environmental pollutant, is found in a variety
of commercial and medical compounds, leading to accidental or
professional exposure. In humans, chronic exposure to low doses
of inorganic mercury leads to T-cell activation, increased serum IgE
concentration and/or glomerulopathy.1–6 Similar features have
been observed in the past in rheumatoid patients treated with
gold salts.7,8 The identification of risk genes involved in immune-
mediated human diseases and the characterization of their
mechanisms of action are nowadays a major goal. However, this
task is difficult because of genetic heterogeneity of human
populations and to environmental variability. Studies in animal
models, particularly in rodents, help to overcome these difficulties.
These models may not only lead to the discovery of disease-
associated human orthologous genes but also represent a major
tool to analyze and decipher the underlying pathophysiological
pathways and mechanisms.9,10
Brown-Norway (BN) and Lewis (LEW) rats behave in opposite
way for their susceptibility to xenobiotic metal-induced systemic
autoimmunity. This couple of rat strains therefore represents a
model of choice to investigate the genetics of these immuno-
logical disorders.11 In BN rats, repeated injections of mercury
chloride trigger a T-cell-dependent polyclonal activation of
B cells, leading to dramatic increase in serum IgE and
IgG1 concentrations, production of anti-laminin and anti-
DNA autoantibodies and development of an autoimmune
glomerulonephritis.12–18 The IgE response induced by mercury
chloride in the BN rat is mediated by autoreactive T cells
characterized by their ability to secrete type-2 cytokines,19–23
particularly IL-4 that has a key role in the regulation of IgE
synthesis.24 Injections of gold salts also induce systemic
autoimmunity in BN rats, characterized by IgE response,
production of autoantibodies and nephropathy.25,26 Thus,
related or identical pathogenic mechanisms may be at work
after gold and mercury salt administration. In contrast, the LEW rat
is resistant to gold or mercury salt-induced IgE responses and
nephropathy.12,15,26 Linkage analyses in crosses between LEW and
BN rats have shown that susceptibility to gold salt-induced
immune disorders is controlled by a major locus of 1.1-Mb,
named Iresp3 (immunoglobulin response QTL 3), located on
chromosome 9.27,28 Interestingly, Iresp3 colocalizes with Cdexp1
(CD45RC expression in T cells QTL 1), which has been shown to
control the expression of CD45RC on T cells and the polarization of
their cytokine profile.29,30 Of note, Iresp3 and Cdexp1 are included
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within Cia15 (collagen-induced arthritis QTL 1531,32) and Eae4
(experimental allergic encephalomyelitis QTL 433), two loci that
control susceptibility to autoimmune diseases. Collectively, these
data suggest that this genomic region on chromosome 9 contains
a gene, or a set of genes, that influences immune system
regulation by having a major role in T-cell functions. However, the
involvement of this region in the susceptibility to HgCl2-induced
IgE response, systemic autoimmunity and nephropathy is still
unknown.
The main goal of the present study was to investigate the
genetic control of HgCl2-induced immunological disorders and to
assess the relative contribution of the CD45RChigh and CD45RClow
T-cell subpopulations in this control. Using a set of BN.LEW
congenic sublines, we show that a 117-kb interval contained
within the 1.1-Mb of Iresp3/Cdexp1 fully controls HgCl2-induced
immunological disorders. This interval contains only four genes,
among which Vav1 is the major candidate.34 Using adoptive
transfer experiments, we show that this 117-kb interval controls
the ability of CD4 CD45RChigh T cells to trigger the autoimmune
disorders resulting from HgCl2 administration. These results put
into focus the pathogenic role of CD4 CD45RChigh T cells in
xenobiotic-induced autoimmunity and IgE response and highlight
the major role of this 117-kb interval in controlling the function of
this cell subset.
RESULTS
A 117-kb interval within the Iresp3 locus on rat chromosome
9 controls the IgE response induced by gold salts or mercuric
chloride injections
We first investigated if the IgE response induced by mercuric
chloride (HgCl2) is controlled by Iresp3, the 1.1-Mb locus at the
centromeric tip of chromosome 9 that has previously been shown
to control the IgE response triggered by aurothiopropanol
sulfonate.27,28 To this end, we used the BN.LEWc9-B congenic
line, in which the 1.1-Mb Iresp3 interval of the LEW-resistant strain
has been introgressed into the genome of the BN susceptible
strain (Figure 1a, Table 1). In this line, the serum IgE responses
induced by both HgCl2 (Figure 1b) or aurothiopropanol sulfonate
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Figure 1. A 117-kb interval within the Iresp3 locus controls the IgE response induced by gold salts or mercuric chloride injections.
(a) Schematic genetic map of the congenic sublines used above drawn according to the genetic map given in Table 1. Columns: black¼ BN
genome; white¼ LEW genome. On the side are indicated the microsatellite markers that define the congenic lines and sublines as indicated in
Table 1. (b–e) Seric IgE concentrations (mgml 1) were determined in BN (n¼ 5), LEW (n¼ 5), BN.LEWc9-B congenic rats (n¼ 5) and in
BN.LEWc9-Bc, -Be and -Bf congenic sublines (n¼ 5) after subcutaneous injections three times a week with mercuric chloride (HgCl2,
0.5mg kg 1) (b, d) or aurothiopropanol sulfonate (Atps, 20mg kg 1) (c, e). Results are presented as mean±s.e.m. Data are representative of
three independent experiments.
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compared with the parental BN strain. To reduce further this
1.1-Mb Iresp3 genetic interval, we used a set of congenic sublines
developed by our group28,34 (Figure 1a, Table 1). As shown on
Figures 1d and e, a marked inhibition of the IgE response
triggered by HgCl2 (Figure 1d) or aurothiopropanol sulfonate
(Figure 1e) administration was found in the BN.LEWc9-Bc and the
BN.LEWc9-Bf congenic sublines. Thus, the gene, or set of genes,
responsible for the marked inhibition of the heavy metal-triggered
IgE response could be mapped within the 117-kb region of LEW
origin present in the BN.LEWc9-Bf congenic strain (Figure 1a).
The identified 117-kb interval on rat chromosome 9 also controls
the HgCl2-induced autoimmune glomerulopathy
Besides the IgE response, the characteristic features of HgCl2-
induced immune disorders include hypergammaglobulinemia and
autoantibodies production, particularly anti-laminin and anti-DNA
antibodies (Abs).18 These autoantibodies trigger an immune-
mediated glomerulopathy, characterized by linear and granular
IgG and C3 deposits along the glomerular basement membrane,
complement activation and intense proteinuria.12,13,16 We
therefore investigated whether the identified 117-kb interval
would also control HgCl2-induced autoantibody production and
nephropathy. As shown in Figure 2a, the increase in serum IgE
concentration, as well as the anti-laminin and anti-DNA autoanti-
body production, observed after HgCl2 injections was markedly
reduced in BN.LEWc9-Bf rats. The increase in serum IgG1
concentration was also significantly lowered. Likewise, IgG and
C3 deposits in glomeruli were no longer observed (Figure 2b), C3
levels in sera remained unchanged (Figure 2c) and albuminuria
was not detected (Figure 2d). Finally, the marked decrease in body
weight observed in the BN rats was prevented in the BN.LEWc9-Bf
congenic rats (Figure 2e). Thus, the LEW 117-kb interval has a
protective effect toward all the immune disorders triggered by
HgCl2 administration. Indeed, in addition to its dramatic effect on
the IgE response, it strongly restricts the autoantibody production
and fully prevents the immune-mediated glomerulopathy
observed in the BN strain.
The identified 117-kb region controls HgCl2-induced CD4 T-cell
activation and differentiation
Although the mechanisms of tolerance loss induced by HgCl2 are
not fully understood, it is well established that the autoimmune
response induced by this xenobiotic metal displays all features of
a cognate immune response that depends on activation of T cells.
Indeed, in the BN rat, HgCl2 treatment induces T-cell proliferation
and IL-4 secretion, which in turn has a key role in B-cell
activation.19–23 To analyze the impact of the Iresp3 117-kb
region on these immunological disorders, we compared
secondary lymphoid organs of BN and BN.LEWc9-Bf rats 11 days
after HgCl2 exposure. As expected, BN rats treated with HgCl2
developed a pronounced splenomegaly with increased numbers
of CD4 and CD8 T cells. In contrast, in HgCl2-injected BN.LEWc9-Bf
rats, the spleen weight and cellularity were only slightly increased
at day 11 as compared with day 0 (Figure 3a). Accordingly,
numbers of CD4 T cells after HgCl2 treatment were significantly
lower in BN.LEWc9-Bf rats than in BN rats, indicating a reduced
cellular expansion (Figure 3a).
CD8 T cells have an important role in controlling Th2-mediated
immunological disorders, particularly in the regulation of IgE
synthesis.35 LEW rats injected with HgCl2 do not exhibit IgE
response and autoimmunity but develop a non-antigen-specific,
CD8-mediated immunosuppression.36 Moreover, CD8 T cells are
responsible for the state of neonatal tolerance to HgCl2-induced
immunity that develops after mercury administration to newborn
BN rats,37 and are involved in the resistance phase of the disease
that takes place 4 weeks after HgCl2 injections.
38,39 These data
highlight the role of CD8 T cells in regulating HgCl2-induced IgE
response and autoimmunity and prompted us to study the role of
CD8 T cells in the resistance of BN.LEWc9-Bf rats to HgCl2-induced
immunological disorders. For this purpose, HgCl2-injected
BN.LEWc9-Bf rats were treated with a depleting anti-CD8 Ab.
Although this treatment depleted 495% of CD8 T cells, it had no
impact on the IgE, IgG1, anti-laminin or anti-DNA Ab production
(Figure 3b). Thus, in the BN.LEWc9-Bf congenic rats, CD8 T cells do
not appear to be the cellular population that controls the
autoimmune response to HgCl2.
As the resistance of the BN.LEWc9-Bf rats to HgCl2-induced
immune disorders did not involve a CD8 T-cell-dependent
mechanism, further studies were focused on CD4 T cells. We
analyzed the expression of CD134 (OX40), an early activation
marker of T cells induced by IL-4 and strongly expressed by CD4
T cells upon HgCl2 administration.
40 As expected, HgCl2 exposure
induced an upregulation of OX40 by BN CD4 T cells (Figure 3c).
This upregulation was blunted in the resistant BN.LEWc9-Bf rats
(Figure 3c), suggesting a defect in T-cell activation or IL-4
production. Because the susceptibility to HgCl2-induced auto-
immunity is associated with Th2 cytokine production by CD4
T cells,19–23 we compared IL-4 mRNA expression by CD4 T cells
purified from BN and BN.LEWc9-Bf spleen 11 days after HgCl2
treatment. We observed that HgCl2 treatment induced an increase
of IL-4 transcription in BN CD4 T cells that was drastically reduced
in BN.LEWc9-Bf CD4 T cells (Figure 3d). Analysis of IFN-g, IL-2, IL-10
and IL-17 mRNA expression showed that the reduced IL-4
transcription by BN.LEWc9-Bf CD4 T cells after HgCl2 exposure
was not associated with changes in the other cytokines tested.
Taken together, these results suggest that the 117-kb interval of
LEW origin controls the susceptibility to HgCl2-induced immune
disorders by impacting on CD4 T-cell activation and IL-4
production by effector cells.
Table 1. Genetic map of BN.LEWc9 congenic lines and sublines used
for Iresp3a genetic dissection
Lines and
sublinesb







aIresp3: Immunoglobulin response QTL 3 (16, 17). Iresp3 was previously
successively named Atps3 for aurothiopropanol sulfonate QTL 3 and Aiid3
for aurothiopropanol sulfonate-induced immunological disorder QTL 3.
bName given in the laboratory for practical purposes. c9, chromosome 9.
cDescription of the congenic lines and sublines according to the
international nomenclature (http://www.informatics.jax.org/mgihome/
nomen/strains.shtml). The boundary markers that define the congenics
are the most distant markers of LEW genomic origin, which define the
introgressed region. dThe physical distances in kb were calculated using
information from the Rat Genome v5 assembly available in the Rat
Genome Database resource (http://rgd.mcw.edu/). The size of the region
included the boundary regions where the recombination had occurred.
eThe forward (F) and reverse (R) sequences of primers that define these
congenics and their position according to the Rat Genome v5 assembly
(between brackets) are given below. D9Wox24: F: 50-CCTGGGAATTTCATTCT
TGG-30 (9 858 502), R: 50-AGCTGTCCTCTGACCTTCACA-30 (9 858 600);
D9Cel17: F: 50-TGGGACTCTGTCACCAGGACTC-30 (8 645 893), R: 50-TGACTCT
GAATTCCACTCGCAC-30 (8 646 119); D9Cel1: F: 50-TGGTGAGATCGTTGA
TCTGAGGAA-30 (8 770 047), R: 50-GGGCAGAGGTAGTCTCAGTCAATG-30
(8 770 210); D9Cel13: F: 50-CACCTCCACAGGTGCTTCACACAT-30 (9 051 102),
R: 50-GTGTGGGTGTTTTTCCAGCCTACT-30 (9 051 226); D9Cel16: F: 50-TGTGAC
CGAGTGTGTAAGAA-30 (8 762 997), R: 50-GATACTCAATGTGGACCTCT-30
(8 763 181).
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The identified 117-kb controls the CD45RC expression by rat CD4
T cells and their ability to trigger HgCl2-induced
immunopathological manifestations.
In the rat, the level of expression of the tyrosine phosphatase
CD45RC isoforms divides CD4 T cells into two sub-populations
that differ in their cytokine profiles and functions.29 Interestingly,
the relative proportion of these CD45RC cell subsets differs
between LEW and BN rats and is genetically controlled by the
Cdexp1 locus on chromosome 9, which includes the Iresp3 117-kb
region.29 These data prompted us to investigate whether the
117-kb interval would also control the CD45RC expression on CD4



















































































































Figure 2. The identified 117-kb interval on rat chromosome 9 also controls the HgCl2-induced autoimmune glomerulopathy. BN (n¼ 4) and
BN.LEWc9-Bf (n¼ 5) rats were injected subcutaneously three times a week with HgCl2 at 0.5mg kg 1. (a) IgE, IgG1, anti-laminin and anti-DNA
response (A.U., arbitrary units). (b) Histopathological features in glomeruli at day 28; left panel: staining for IgG deposits; right panel: staining
for C3 deposits. (c) C3 concentrations in sera at day 0 and day 14 (n¼ 4). (d) Albuminuria at day 28 (n¼ 9). (e) Weight variation in HgCl2-
injected BN and BN.LEWc9-Bf rats at day 28 expressed as percentage of the initial weight (n¼ 9). Results are presented as mean±s.e.m.
*Po0.05 and ***Po0.001.
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and CD45RClow CD4 T-cell subsets in the susceptibility to HgCl2-
induced autoimmunity. Flow-cytometry analysis of CD45RC
expression on CD4 T cells revealed that BN.LEWc9-Bf rats
displayed an increased CD45RChigh/CD45RClow CD4 T-cell ratio as
compared with the BN parental strain. Actually, the CD45RChigh/low
ratio found in BN.LEWc9-Bf rats was close to the ratio observed in
LEW rats (Figure 4a). Thus, the 117-kb interval controls both the
IgE response triggered by heavy metal injections and the CD4
T-cell CD45RC profile. To determine the contribution of the
CD45RC CD4 T-cell subsets in the resistance to HgCl2-induced
disorders conferred by the LEW 117-kb interval, we performed
adoptive transfers of CD45RClow or CD45RChigh CD4 T cells purified
either from naive BN or BN.LEWc9-Bf rats (Figure 4b). Transfer of
purified CD45RClow CD4 T cells from either BN or BN.LEWc9-Bf rats
into slightly irradiated BN recipients had no impact on the
response to HgCl2 administration. In contrast, transfer of purified
BN CD4 CD45RChigh T cells significantly increased both the IgE and
IgG1 responses after HgCl2 treatment. The transfer of BN.LEWc9-Bf
CD45RChigh CD4 T cells did not exert such an enhancing effect;
rather, it exerted an opposite effect, inhibiting the IgE response of
the recipients. Anti-laminin Abs appeared also increased after
transfer of BN CD4 CD45RChigh T cells and decreased after transfer
of BN.LEWc9-Bf CD4 CD45RChigh T cells, although these effects did










































































































































































Figure 3. The identified 117-kb interval controls HgCl2-induced CD4 T-cell activation and differentiation. (a) Comparative analysis of BN and
BN.LEWc9-Bf spleen weight, spleen cellularity and numbers of TCRþ , TCRþ CD4þ and TCRþ CD8þ cells at day 0 and day 11 after the first
HgCl2 injection (n¼ 4 per group). (b) IgE and IgG1 concentrations (upper part), anti-laminin and anti-DNA Abs levels (lower part) in sera from
HgCl2-injected BN and BN.LEWc9-Bf rats treated or not with the depleting anti-CD8 Ab OX8 (n¼ 6 per group, data representative of three
independent experiments). (c) Percentages of OX40-expressing CD4þ T cells (n¼ 5 per group, data representative of three independent
experiments). (d) mRNA levels for IL-4, IFN-g, IL-2, IL-10 and IL-17 expressed by CD4þ T cells purified at d11 after HgCl2 injections (expressed as
fold increase compared to day 0) (n¼ 5 per group). Results are presented as mean±s.e.m. *Po0.05; ns, not significant.
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differences between BN and BN.LEWc9-Bf CD4 CD45RChigh T cells,
we analyzed their cytokine production upon in vitro polyclonal
stimulation with anti-TCR and anti-CD28 monoclonal Abs
(mAbs) (Figure 5). In this APC-independent stimulation system,
BN.LEWc9-Bf CD45RChigh CD4 T cells proliferate better (Figure 5a)
and produce higher levels of IFNg and IL-10, and lower levels of IL-
4 as compared with BN CD45RChigh CD4 T cells (Figure 5b).
Together, these results reveal that the pathogenic population
responsible for HgCl2-induced autoimmunity is contained within
the CD45RChigh CD4 T-cell subset and that the 117-kb interval
controls not only the cell numbers but also the effector functions
of these CD45RChigh CD4 T cells.
DISCUSSION
Studies using inbred mice and rats have emphasized the
importance of genetic factors in the induction of heavy metal-
associated autoimmunity. For example, exposure to gold or
mercury salts induces an autoimmune syndrome in BN rats, but


























































































0 7 14 21 28
days









BN rats injected with
CD45RClow CD4 T cells
BN rats injected with
CD45RChigh CD4 T cells
Figure 4. The identified 117-kb interval controls the CD45RC expression by rat CD4 T cells and their ability to trigger HgCl2-induced
immunopathological manifestations. (a) Analysis of the CD45RChigh/CD45RClow ratio among CD4þ T cells of LEW, BN and BN.LEWc9-Bf rats
using flow cytometry (n¼ 5 per group). (b) IgE, IgG1 and anti-laminin concentrations in sera from HgCl2-injected BN recipients that were
slightly irradiated before transfer of CD45RClow or CD45RChigh CD4þ T cells purified from naive BN or BN.LEWc9-Bf rats (n¼ 6 per group).
Non-transferred recipients were included as controls (no cells, n¼ 12). Results are representative of two independent experiments and
are presented as mean±s.e.m. *Po0.05, **Po0.01 and ***Po0.001.
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the immune system, notably Th2-type immunity and a transient
immune-mediated glomerulopathy. We previously investigated
the genetic bases of this strain difference and identified a 1.1-Mb
locus on chromosome 9 that controls gold salt-triggered IgE
response and nephropathy.27,28 The contribution of this locus,
named Iresp3, to the susceptibility to HgCl2-induced immune
disorders is, however, still unknown. In the present work, by using
interval-specific congenic lines, we identified a 117-kb interval
within Iresp3 that determines the susceptibility to both gold and
HgCl2-induced autoimmunity and IgE response. Functional studies
revealed that the CD4 T-cell compartment has a key role in this
control. Indeed, this 117-kb interval controls HgCl2-induced IL-4
production by CD4 T cells and the ability of CD4 CD45RChigh T cells
to trigger the autoimmune disorders resulting from HgCl2
administration. In contrast, CD8 T-cell depletion has no major
impact on this control. Thus, the present study shows that the
identified region contains a gene or set of genes that controls the
susceptibility to HgCl2-induced immune-mediated disorders
through a functional effect on the CD45RChigh CD4 T-cell subset.
Several groups have studied the genetics of HgCl2-induced
autoimmunity,41–46 mainly in mouse models. They have shown
the contribution of both MHC and non-MHC genes. Here we
investigated the genetic susceptibility/resistance to HgCl2-induced
immune disorders in rats, using the LEW and BN strains. Previous
linkage analyses in (LEW BN) F2 rats led to the identification of
three susceptibility loci to gold salt-induced immunological
disorders. These loci, named Iresp3, Iresp2 and Iresp1, were
mapped on chromosomes 9, 10 and 20, respectively.27,28,44 The
Iresp3 locus was found to exert a much greater effect (31% of
the genetic variance) than the two others.28 In the present study,
we narrowed down the Iresp3 locus to 117-kb and further showed
its major contribution to the susceptibility to autoimmunity
induced by another xenobiotic, HgCl2. We have shown that the
opposing effects of the LEW and BN Iresp3 locus on HgCl2-
triggered immune disorders are associated with differences in IL-4
production, a Th2 cytokine involved in the pathogenesis of HgCl2-
induced autoimmunity.20–23 In addition, we provide evidence that
the LEW Iresp3 locus favors IFNg and IL-10 production by the CD4
CD45RChigh T-cell subset upon polyclonal activation in vitro. This is
in agreement with previous studies, suggesting that the difference
between BN and LEW rats in their susceptibility to develop
immunological disorders after gold salt or HgCl2 administration
could result from the opposite polarization of their immune
responses.11,23,26 Because the cytokinic profile of immune cells has
a central role in orchestrating immune responses, our data
indicate that the identified region on chromosome 9 could
influence the susceptibility to various immune-mediated diseases
by shaping the cytokine production by T cells.
Several studies have shown that T cells expressing high levels of
a particular CD45 isoform (CD45RC in rats or CD45RB in mice) are
potent effector capable of promoting organ inflammation,
whereas T cells expressing low levels of that isoform contains
regulatory cells and are able to inhibit autoimmune diseases.47–51
In contrast, in HgCl2-induced vasculitis, a protective immuno-
regulatory role has been attributed to CD45RChigh T cells.52 In the
present study, Cdexp1, a locus that controls CD45RC expression by
T cells, was narrowed down to the Iresp3 117-kb interval. In
addition, we showed that only CD45RChigh CD4 T cells were active
in response to HgCl2 administration. CD45RC
high CD4 T cells of BN
origin favor the development of HgCl2-induced immunological
disorders, whereas those of the BN.LEW.c9-Bf congenic line,
bearing the 117-kb interval of LEW origin, dampen these
disorders. These functional differences are associated with
differences in cytokine production; the BN.LEW.c9-Bf CD45RChigh
T cells produce mainly IFNg and IL-10, two cytokines known to
have a regulatory role in Th2-mediated diseases,53,54 whereas the
BN CD45RChigh T cells produce mainly IL-4. These observations are
in accordance with studies showing that naive CD4 T cells
responsible for primary immune responses are contained within
the CD45RChigh subset55–57 and that the genetic background of
the donors influences their function.30 CD45RClow CD4 T cells,
which contain mainly memory55–57 and Foxp3-regulatory T cells,34
have been shown to exhibit a regulatory effect in autoimmune
settings. In nude rats, the adoptive transfer of CD45RChigh CD4
T cells from congenic euthymic donors induces a fatal wasting
disease, whereas cotransfer of both subpopulations, or of the
CD45RClow cells alone, has no pathological effect.48 In other
studies, it has been shown that lymphopenia-induced diabetes or
thyroiditis in PVG rats can also be prevented by adoptive transfer
of CD45RClow, but not CD45RChigh CD4 T cells.49,58 This regulatory
effect was, however, not observed in graft-versus-host disease
model30 or in the systemic autoimmunity following HgCl2
administration (present study). There are at least two
explanations for these findings. First, the inability of CD45RClow
T cells to control alloreactivity or systemic autoimmunity induced
by xenobiotic could be related to the fact that this population may
be composed of self-reactive regulatory T cells able to efficiently
control autoreactive T cells but not alloreactive or xenobiotic-
induced pathogenic T cells. In agreement with this hypothesis, the
CD45RClow CD4 T cells do not proliferate or produce cytokines
upon allogeneic stimulation.30 Second, the inability of CD45RClow
to control HgCl2-induced immune disorders could be related to
the low number of regulatory cells that were injected. Indeed, it is
important to mention that Foxp3þ -regulatory T cells represent
only 30–40% of the CD45RClow population.34
According to our own genetic map and to the physical map on
the Rat Genome Database resource, the identified 117-kb interval
contains four genes, C3 (complement 3 precursor; position Chr 9:
8 728 465–8 754 412), Gpr108 (G-protein-coupled receptor 108;
position Chr 9: 8 711 674–8 722 084), Cip4/Trip10 (Cdc42-interact-
ing protein 4; position Chr 9: 8 696 542–8 709 681) and exons 1–15





























Figure 5. The identified 117-kb interval controls the cytokine profile of CD45RChigh CD4 T cells. Purified CD45RChigh CD4 T cells isolated from
BN (n¼ 4) and BN.LEWc9-Bf (n¼ 4) spleens were stimulated for 48 h with plate-bound anti-TCR mAb (1mgml 1) and soluble anti-CD28 mAb
(0.02 mgml 1). (a) Proliferation assessed by [3H] Thymidine uptake. (b) Cytokine production assessed by enzyme-linked immunosorbent assay.
Results are representative of two independent experiments and are presented as mean±s.e.m. *Po0.05.
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of these four genes were previously sequenced in BN.LEWc9-Bf,
BN and LEW rats34 and led to the identification of only two
nonsynonymous polymorphisms in exon 32 of C3 and in exon 1 of
Vav1. C3 has a role in B-cell activation, T cell-dependent Ab
response and tolerance to self-antigens.59–61 Its role in Th2
cytokine production and IgE response has been described in
parasitic infection or asthma models.62,63 However, previous
studies have shown that depletion of complement by cobra
venom factor has no effect on the mercury-induced disease.64,65 In
addition, our adoptive transfer experiments performed in BN
recipients revealed a T-cell intrinsic influence of the 117-kb region
and excluded the possible implication of the C3 polymorphism. In
contrast, several observations support the involvement of Vav1.
First, this Rho guanine nucleotide exchange factor, which is
specifically expressed in hematopoietic cells, has a key role in
T-cell activation and differentiation.66 Second, in T cells, Vav1
controls the function of transcription factors known to modulate
cytokine gene expression.67 Finally, our recent studies showed
that the nonsynonymous mutation in Vav1 has an impact on Vav1
enzymatic and adaptor functions.34 These effects are likely to
influence T-cell development and functions by affecting the Vav1-
dependent signaling pathways in hematopoietic cells. Thus, by
affecting proximal TCR signaling, Vav1 variants could influence the
ability of effector CD45RChigh CD4 T cells to trigger a pathological
response upon HgCl2 exposure, either by imposing a different
threshold for CD4 T-cell activation in the periphery, leading to
different cytokine profiles, or by affecting the TCR repertoire
generated during thymic selection.
In conclusion, the present study shows that LEW and BN rat
strains offer a unique laboratory tool for hunting genetic factors
that predispose to autoimmunity after heavy metal exposure. We
provide evidence that HgCl2-induced autoimmunity is under
the genetic control of a 117-kb region, outside the MHC region.
We also show that this locus affects the pathogenic potential of
the CD45RChigh CD4 T-cell subset upon HgCl2 treatment. Within
this locus, Vav1 is the major candidate gene. Nowadays, the major
challenge relies on providing the definitive proof that Vav1 is the
involved gene and to elucidate the biochemical and molecular
pathways, whereby Vav1 influences T-cell functions and therefore
susceptibility to immune-mediated diseases.
MATERIALS AND METHODS
Animals
The rats used in this study were 7–13-week-old males or females at the
beginning of the experiments. All breeding and experimental procedures
were carried out in accordance with the European Union guidelines and
were approved by our local ethical committee.
Specific pathogen-free BN rats were obtained from the Centre d’e´levage
R. Janvier (Le Genest St. Isle, France). The BN.LEWc9 congenic lines used in
this study are shown in Table 1 and were generated as described.28,34
Briefly, female of the first (LEW BN)BN backcross were selected for
subsequent backcross to male BN rats on the criterion of heterozygosity for
markers delineating Iresp3. During the successive backcrosses, progenies
were selected outside the targeted chromosome 9 region according to the
‘speed congenics’ strategy.68 They were also selected for recombination
within Iresp3 to develop simultaneously several lines. The BN.LEWc9-B line
used in this study was produced after the eighth backcross by
intercrossing male and female rats heterozygous for the locus and
homozygous in the BN genome for a set of 200 markers spread across the
whole remaining genome. Male and female rats homozygous for the locus
were selected, and the congenic line was then maintained by brother–
sister mating. This line was used for the further construction of the
BN.LEWc9-Bc, -Be and -Bf sublines after selection of littermates issued from
(BN.LEWc9-B BN)BN backcross, characterized by recombination within
Iresp3. Selected rats were then used to fix the congenic sublines as
previously. The genetic maps of these congenics are given in Table 1. The
sequences of primers that define these congenics, as well as their position
on chromosome 9 according to the rat genome v5 assembly, are given in
the legend of Table 1.
Antibodies
The mAbs used for flow cytometry and for purification of T-cell
subpopulations were as follows: W3/25 (anti-rat CD4), OX6 (anti-rat MHC
class II), OX33 (anti-rat B220), OX8 (anti-rat CD8a), OX22 (anti-rat CD45RC),
R73 (anti-rat TCR ab), V65 (anti-rat TCR gd), JJ319 (anti-rat CD28), 341 (anti-
rat CD8b), 3.2.3 (anti-rat NKR-P1) and OX40 (anti-rat CD134). The
hybridomas OX6, OX8, OX33, OX21, OX22 and W3/25 were kindly provided
by Dr D Mason (Medical Research Council Cellular Immunology Unit, Oxford,
UK), and the hybridomas JJ319, V65 and R73 were provided by Dr T Hu¨nig
(Virology and Immunology Institute, Wu¨rzburg, Germany). The conjugated
anti-rat mAbs used for flow cytometry were: FITC or biotin-conjugated 341,
PE-conjugated R73 (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA), APC-
conjugated W3/25 (AbD Serotec, Oxford, UK), FITC-conjugated OX22 and
biotin-conjugated OX40. For enzyme-linked immunosorbent assay, we used
MARE, MARG1 and, as secondary Ab, peroxydase-conjugated-MARKþ L (LO-
IMEX, Louvain, Belgium). For detection of IgG deposits in kidney, we used
anti-rat IgG-FITC (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA), and for
detection of C3, mouse anti-C3 complement rat Ab (12E2; Abbiotec, San
Diego, CA, USA) and Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG Ab (Invitrogen,
Life Technologies Ltd, Paisley, UK) were used.
Purification of T-cell populations
Spleen cells were teased apart in RPMI (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
The erythrocytes were lysed with NH4Cl-type ACK buffer, and the cells
were washed twice. T cells were negatively selected from spleen cells using
anti-mouse IgG magnetic microbeads (Dynabeads, Life Technologies Ltd).
Briefly, cells were washed and incubated 20min on ice with a mixture
of the following mAbs: OX8, OX6, OX33, 3.2.3 and V65. After washing
and incubating with anti-mouse IgG-coupled microbeads
under agitation, CD4 T cells were purified by magnetic depletion. For
CD45RChigh/low purification, negatively selected CD4 T cells were stained
with non-saturating concentrations of OX22-FITC, washed and incubated
with anti-FITC magnetic beads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Germany). CD45RChigh/low subpopulations were then separated using
Automacs (Miltenyi Biotec GmbH). Purity of purified populations was
assessed by fluorescence-activated cell sorting staining and were 490%.
T-cell proliferation assay and analysis of cytokine production.
The culture medium was RPMI 1640 (Gibco Life Technologies Ltd, Cergy
Pontoise, France) containing 10% fetal calf serum, 1% pyruvate, 1% non
essential amino acids, 1% L-glutamine, 1% penicillin-streptomycin and 2
10 5 M 2-mercaptoethanol. For proliferation and cytokine-production
studies, highly purified CD45RChigh CD4 T cells from BN and BN.LEWc9-Bf
rats were polyclonally stimulated using anti-TCR and anti-CD28 mAbs.
Briefly, 1 105 T cells were incubated with plate-bound anti-TCR mAb
(1mgml 1) and soluble anti-CD28 mAb (0.02mgml 1) as already
described.69 Proliferation was measured by the degree of (3H)-thymidine
uptake during the last 18 h of a 48-h culture period, and results were
expressed as mean counts per minute of triplicate cultures. Supernatants
were collected after 48 h of stimulation and assayed for IFN-g, IL-4 and
IL-10 protein concentrations by specific enzyme-linked immunosorbent
assay as already described.70
Experimental protocols for heavy metal-induced immune
disorders
Rats were injected subcutaneously with 20mg kg 1 body weight
aurothiopropanol sulfonate (Allochrysine, Solvay Pharma, Paris, France)
or with 0.5mgkg 1 body weight HgCl2 (Sigma-Aldrich), three times a
week for 4–5 weeks. Rats were weighed and bled retro-orbitally under
anesthesia before the first injection, then once a week until they were
killed. Night urine samples were collected in metabolic cages on day 27
after the beginning of the injections. For CD8 T-cell depletion, rats were
injected intraperitoneally with OX8 mAb (0.5mg per injection) on day 1,
then weekly. This protocol was very efficient at depleting CD8 T cells
because o1% of CD8 T cells were detected in OX8-treated animals. For
T-cell adoptive transfer experiments, BN recipients were slightly irradiated
(140 rads) four days before the first injection of HgCl2. Purified CD45RC
high
or CD45RClow CD4 T cells were adoptively transferred by intravenous
injection at day  3 and day 3. Classical HgCl2 injections started at day 0.
Enzyme-linked immunosorbent assay
Enzyme immunoassays used to measure serum concentration of IgE, IgG1,
anti-laminin and anti-DNA Ab were performed as described.71 Urine
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samples were collected overnight in metabolic cages, and albuminuria was
measured using a competitive enzyme-linked immunosorbent assay.
Briefly, microtiter plates (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) were
coated 2 h at 37 1C with rat albumin (Sigma-Aldrich; 2 mgml 1 in
carbonate buffer 0.05 M pH 9.6), then treated 1 h at 37 1C with
phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.1% casein. Urine samples
or standards (1/10 final dilution) were preincubated 2 h at 37 1C with a
rabbit anti-rat albumin antiserum (The Binding Site, Birmingham, UK;
diluted 1/1000 in PBS containing 0.1% casein). These mixtures of urine
and anti-albumin were then incubated in coated plates for 1 h at 37 1C.
After washes (PBS–Tween 20), bound anti-rat albumin Abs were
revealed using a peroxydase-labeled anti-sheep IgG Ab (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA). Signal was
revealed as described.71
Immunohistochemical analyses.
Immunohistochemical analyses were performed on snap-frozen 5-mm
sections.
Quantification of mRNAs by real-time PCR
Rat CD4 T cells were negatively selected from spleen cells at day 0 or day
11 after HgCl2 injections. Total RNA was extracted using the RNeasy kit
(Qiagen, Germantown, MD, USA). cDNA generated by SuperScript III (Life
Technologies Ltd) were analyzed using primers for the indicated genes.
Real-time PCR was performed using SYBR green. Results were normalized














Data were expressed as means±s.e.m. Statistical analyses were carried out
using the GraphPad Instat statistical package (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA USA). Results were analyzed by the Mann–Whitney test. When
more than two groups were investigated simultaneously, the Kruskall–
Wallis test was first performed.
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L'homéostasie du système immunitaire est contrôlée en périphérie par des lymphocytes 
T régulateurs CD4+ CD25+ Foxp3+ (Treg). Les Treg sont capables de contrôler 
l'activation et la fonction des LT effecteurs CD4+ CD25- (Teff) via de nombreux 
mécanismes suppresseurs. Un défaut quantitatif ou qualitatif de Treg engendre des 
désordres immunologiques graves, comme illustré chez les patients IPEX et les souris 
Scurfy ou le facteur de transcription Foxp3, indispensable au développement et à la 
fonction des Treg, est invalidé.  
Dans cette étude, nous avons identifié sur le chromosome 9 du rat, un locus qui contrôle 
la taille de la population Treg. Ce locus affecte la différenciation thymique des Tregs 
mais n’affecte pas leurs fonctions suppressives. Ce locus de 117-kb contient 4 gènes 
dont Vav1, un facteur d'échange nucléotidique essentiel au développement et à la 
fonction des lymphocytes T. L'établissement d'une carte haplotypique chez 6 souches 
différentes de rats a permis d'associer la différence quantitative de Treg à un 
polymorphisme non-synonyme du gène Vav1. Ce polymorphisme consiste en la 
substitution d'une arginine par un tryptophane en position 63 dans le premier exon de 
Vav1 (R63W). La présence d'un tryptophane est associée à une proportion et un nombre 
absolu de Treg augmentés dans le thymus et les organes lymphoïdes secondaires.  
Le polymorphisme R63W est responsable de l’activation constitutive de Vav1, révélée 
par l’hyper-phosphorylation de la tyrosine 174. De plus, ce polymorphisme induit une 
réduction du niveau d’expression protéique de Vav1 et une réduction du flux calcique 
après engagement du TCR indiquant une réduction des fonctions adaptatrices du variant 
W63 de Vav1. 
En conclusion, ce travail montre le rôle clef du contrôle de la signalisation TCR par Vav1 
dans le développement des Tregs et suggère que des variations quantitatives ou 
fonctionnelles de Vav1 pourraient ainsi contribuer au développement de maladies 
médiées par le système immunitaire. 
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Brief Definit ive Report
Naturally derived regulatory T cells (Treg cells) 
are generated in the thymus and play a pivotal 
role in preventing pathological immune re-
sponses including autoimmunity, inflammation, 
and allergy (Sakaguchi et al., 2008). Foxp3, a 
member of the forkhead transcription factors, 
has been identified as the master regulator for the 
development and function of Treg cells (Zheng 
and Rudensky, 2007). Deficiencies in Foxp3 
cause a lethal lymphoproliferative disorder in 
scurfy mice and are associated with immuno-
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, 
and X-linked syndrome in humans. A study using 
Foxp3-GFP reporter mice revealed that Foxp3 
expression is associated with suppressor activity 
irrespective of CD25 expression (Fontenot et al., 
2005). Finally, the maintenance of Foxp3 expres-
sion in mature Treg cells is needed to sustain the 
transcriptional and functional program established 
during Treg cell development. These findings 
demonstrate that Foxp3 acts as a Treg cell lineage 
specification factor, programming the develop-
ment and the suppressive activity of Treg cells.
Thymic differentiation of Treg cells is in-
structed by the intensity of signaling via the TCR 
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CD4+ regulatory T cells (Treg cells) expressing the transcription factor Foxp3 play a pivotal 
role in maintaining peripheral tolerance by inhibiting the expansion and function of patho-
genic conventional T cells (Tconv cells). In this study, we show that a locus on rat chromo-
some 9 controls the size of the natural Treg cell compartment. Fine mapping of this locus 
with interval-specific congenic lines and association experiments using single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) identified a nonsynonymous SNP in the Vav1 gene that leads to the 
substitution of an arginine by a tryptophan (p.Arg63Trp). This p.Arg63Trp polymorphism is 
associated with increased proportion and absolute numbers of Treg cells in the thymus and 
peripheral lymphoid organs, without impacting the size of the Tconv cell compartment. This 
polymorphism is also responsible for Vav1 constitutive activation, revealed by its tyrosine 
174 hyperphosphorylation and increased guanine nucleotide exchange factor activity. 
Moreover, it induces a marked reduction in Vav1 cellular contents and a reduction of Ca2+ 
flux after TCR engagement. Together, our data reveal a key role for Vav1-dependent T cell 
antigen receptor signaling in natural Treg cell development.
© 2011 Colacios et al. This article is distributed under the terms of an Attribution– 
Noncommercial–Share Alike–No Mirror Sites license for the first six months after 
the publication date (see http://www.rupress.org/terms). After six months it is 
available under a Creative Commons License (Attribution–Noncommercial–Share 
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from F1 rats receiving BN bone marrow cells (Fig. 1 E). 
Thus, the difference in size of the Treg cell compartment be-
tween LEW and BN rats is controlled by factors that are in-
trinsic to hematopoietic cells.
Fort1, a 117-kb locus on chromosome 9, controls the size 
of the natural Treg cell population
We previously identified a 17-cM interval on chromosome 
9 (c9) that controls the size of the CD45RClowCD4+ popula-
tion in BN and LEW strains (Subra et al., 2001). Because 
Foxp3+ T cells were restricted to this population (Fig. S1), we 
reasoned that the genetic control of the Treg cell population 
such as CD28 and cytokines, including IL-2 (Josefowicz and 
Rudensky, 2009). TCR signaling controls Treg cell and con-
ventional T cell (Tconv cell) development differently. Treg cell 
development is favored under conditions of TCR signaling 
with high strength that promotes negative selection of Tconv 
cell (Jordan et al., 2001; Hsieh et al., 2004; Carter et al., 2005). 
In addition, deficiency of several pleiotropic signaling mole-
cules, including TAK1, Bcl10, CARMA1, PKC-U, IKK-B, 
c-Rel, LAT, and Foxo1/Foxo3a proteins, severely impairs 
Treg cell development, whereas it only marginally affects Tconv 
cell development (Koonpaew et al., 2006; Wan et al., 2006; 
Gupta et al., 2008; Medoff et al., 2009; Ouyang et al., 2010). 
However, the signaling pathways precisely involved in Treg 
cell development remain poorly characterized.
Vav1 is a key signal transducer downstream of the TCR 
and is mandatory for the development and activation of 
T cells (Turner and Billadeau, 2002; Tybulewicz, 2005). In the 
present study, we demonstrate a major role for Vav1 protein 
in natural Treg cell development. The analysis of the genetic 
factors responsible for the difference in the size of the Treg cell 
compartment between two rat strains led to the identification 
of a nonsynonymous polymorphism in the first exon of Vav1, 
responsible for the substitution of an arginine by a tryptophan 
at position 63 (p.Arg63Trp or R63W). Associated with this 
substitution, we observed an increased proportion and abso-
lute numbers of Treg cells in peripheral lymphoid organs, 
which most likely result from an increased output of Treg cells 
from the thymus. The Vav1-W63 variant is constitutively ac-
tive, and its cellular protein levels are markedly reduced. This 
is associated with a decrease in Ca2+ mobilization under TCR 
activation. Thus, our study highlights the importance of Vav1 
in Treg cell development and the role that Vav1 signaling 
alterations could play in susceptibility to immune diseases.
RESULTS AND DISCUSSION
Brown Norway (BN) rats have higher proportions  
and absolute numbers of CD4+Foxp3+ Treg cells  
than Lewis (LEW) rats
We investigated CD4+Foxp3+ Treg cell development in LEW 
and BN rats, two strains which differ strikingly in their sus-
ceptibility to immune diseases (Fournié et al., 2001). Flow 
cytometry analysis of CD4+Foxp3+ T cells in PBMCs, LNs, 
and spleen revealed that the proportion (Fig. 1 A) and abso-
lute numbers (Fig. 1 B) of Foxp3+ cells among CD4+ T cells 
were significantly higher in BN than in LEW rats. Similar 
results were observed in double-positive (DP) CD4+CD8+ 
and single-positive (SP) CD4+CD8 thymocytes (Fig. 1, 
C and D), suggesting that these differences were probably 
acquired early during thymic ontogeny. To assess whether this 
difference was intrinsic to hematopoietic cells or caused by 
extrinsic factors, hematopoietic progenitor cells from either 
LEW or BN bone marrow were differentiated in the same 
thymic (LEW × BN) F1 environment. Although similar lev-
els of chimerism were achieved in (LEW × BN) F1 recipients 
regardless of the donor origin, higher percentages of CD4+ 
Foxp3+ donor T cells were found in PBMCs, LNs, and spleen 
Figure 1. BN and LEW rats exhibit different proportions and num-
bers of natural Foxp3+ Treg cells. (A) Representative flow cytometry 
profiles of Foxp3+ T cells in CD4+-gated lymphocytes in PBMCs, LNs, and 
spleen from LEW and BN rats. The values on each cytometry profile repre-
sent the mean percentages of Foxp3+ cells in the CD4+ T cell population 
(mean ± SEM; n = 4). Data are representative of four independent experi-
ments. (B) Absolute numbers (mean ± SEM) of Foxp3+CD4+ cells in the 
LNs and spleen from BN (n = 6) and LEW (n = 10) rats. (C) Representative 
flow cytometry profiles of Foxp3 expression in DP CD4+CD8+ and SP 
CD4+CD8 thymocytes from naive BN and LEW rats. The value on each 
profile represents the percentages of Foxp3+ thymocytes (mean ± SEM;  
n = 6). (D) Absolute numbers of Foxp3+ cells in DP CD4+CD8+ and SP CD4+ 
thymocytes from BN (n = 6) and LEW (n = 6) rats. Bars represent the 
means ± SEM. Data are representative of three independent experiments. 
(E) Percentages of Foxp3+ cells among CD4+ T cells of donor origin in 
PBMCs, LNs, and spleen originating from (LEW × BN) F1 recipients of bone 
marrow from BN or LEW rats 14 wk after engraftment. Bars represent the 
mean ± SEM (n = 6 rats per group). Data are representative of two inde-
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might also be located in this interval. Using a panel of BN 
congenic lines and sublines for various LEW genomic regions 
of c9 (BN.LEWc9), we identified an interval of 117 kb that 
exerts a major effect on the proportion of CD4+Foxp3+  
T cells (Fig. 2, A and B). Indeed, although the size of the 
Treg cell population was unchanged in BN.LEWc9-C, -H, 
and -Be congenic lines when compared with BN rats, it was 
markedly reduced in BN.LEWc9-Ia, -B, -Bc, and -Bf con-
genic lines, reaching values close to those found in LEW rats. 
Results were similar when CD4+Foxp3+ T cells were ana-
lyzed in the LN, spleen, or thymus (unpublished data). In 
contrast, this locus, named Fort1 for Foxp3+ Treg cell locus 1, 
did not influence the size of the conventional CD4+Foxp3 
compartment (Fig. S2). We then tested whether Fort1 had an 
impact on the suppressive function of the Foxp3+CD4+ T cells 
using an in vitro assay. Purified CD4+CD25+ T cells from 
BN and Bf rats did not proliferate when cultured with allo-
geneic T cell–depleted APCs, indicating that they are anergic 
(Fig. 2 C). Importantly, they suppressed the proliferation of 
naive CD4+ T cells from (LEW × BN) F1 rats with similar 
efficacy, thus showing that the in vitro suppressive potential 
of Treg cells is independent of the genomic origin of Fort1 
(Fig. 2 D). Moreover, by using LEW.BNc9 and DA.BNc9 
congenics (LEW or Dark Agouti [DA] congenic rats for BN 
Fort1) and BN-1L rats (BN rats congenic for LEW MHC), 
we further demonstrated that the control of Fort1 on the size 
of the Treg cell compartment was independent of the genetic 
background and MHC haplotype (Fig. S3). Thus, the 117-kb 
Fort1 region contains a gene, or a set of genes, that exerts a 
pivotal control on the size of the Treg cell compartment.
Vav1 R63W polymorphism is associated with the difference 
in the size of the Treg cell compartment
Physical and high-density marker genetic maps of the 117-kb 
Fort1 region were constructed using Celera and NCBI Rat 
Genome databases. We identified four genes within Fort1: C3 
(Complement 3 precursor), Gpr108 (G protein–coupled receptor 108), 
Trip10/Cip4 (Cdc42-interacting protein 4), and Vav1 (Fig. 2 B). 
Because we did not find any differences in messenger RNA 
(mRNA) expression of these four genes between LEW, BN, 
and BN.LEWc9-Bf CD4 T cells (Fig. S4), we investigated 
differences in single nucleotide polymorphisms (SNPs) by 
sequencing their coding regions. The 15 SNPs identified 
were then genotyped in the smallest congenic line (Bf) and 
in four additional rat strains (DA, Piebald Virol Glaxo [PVG], 
Biobreeding [BB], and August Copenhagen Irish [ACI]). No 
polymorphism was found in the Trip10 gene, and the poly-
morphisms found in Gpr108 were synonymous, thus render-
ing improbable the involvement of these genes (Table I). 
Conversely, identification of two nonsynonymous SNPs in 
C3 and Vav1 made them strong candidates for the control of 
Treg cell development. Vav1 appeared to be the strongest can-
didate gene because it is specifically expressed in hemato-
poietic cells (Katzav et al., 1989), and Fort1 control is intrinsic 
to hematopoietic cells (Fig. 1 E), whereas C3 is mainly pro-
duced is the liver (Alper et al., 1969). A further argument for 
Figure 2. Fort1, a 117-kb locus of chromosome 9, controls the 
proportion of CD4+Foxp3+ Treg cell and Vav1 protein expression. 
(A) Percentages of Foxp3+ cells among blood CD4+ T cells from the BN 
parental strain and a series of BN.LEWc9 congenic lines and sublines. 
Each point represents the value found in individual rats (n = 4–9).  
(B) Genetic maps of congenic lines. Microsatellite markers are indicated 
on the left. Black, white, and gray segments indicate chromosomal re-
gions of BN, LEW, or undetermined origin, respectively. On the right is 
shown the physical map of the Fort1 117-kb region constructed using 
information from the Celera Genomics genome assembly available in 
the NCBI Rat Genome Resource, which contains four genes, C3, Gpr108, 
Trip10, and Vav1. (C) BN (closed) or Bf (open) CD25+ and CD25 FACS 
sorted T cells were cultured for 3 d with allogeneic APCs. Proliferation 
was assessed with an 18-h [3H]thymidine pulse added after 48 h  
of culture. Data represent mean ± SEM. (D) Suppressor activity of 
CD4+CD25+ Treg cells was measured by T cell proliferation assay. Treg cells 
from BN or Bf were co-cultured with effector T cells (CD4+CD45RChigh 
from F1 rats) at various ratios of Treg cell/Teff cell. The proliferation level 
of responder cells alone was assigned a value of 100%. Results are rep-
resentative of two independent experiments. (E) Western blot analysis 
of Vav1 protein expression in thymic and LN CD4+ T cell lysates from 
LEW, BN, and Bf rats. (F) Western blot analysis of VAV1 protein in 
HEK293 cells transfected with plasmids encoding human wild-type 
VAV1 (VAV1-R63), mutated VAV1 (VAV1-W63), or oncogenic VAV1 
(VAV1-$CH). (E and F) B-Actin was used as a loading control. In each 
case, results show one blot of a representative experiment and a graph 
representing the mean ± SEM of three to six independent experiments. 
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VAV1-W63 (mutated), or the oncogenic human VAV1 
(VAV1-$CH) that lacks the first 67 N-terminal amino 
acids and is known to be constitutively active. The protein 
levels of VAV1 were lower in HEK293 cells transfected with 
VAV1-W63 when compared with that of HEK293 cells trans-
fected with VAV1-R63 (Fig. 2 F). A similar observation was 
made in HEK293 cells transfected with plasmids coding for rat 
Vav1 variants (unpublished data). The decreased VAV1 pro-
tein expression is also found in HEK293 cells transfected with 
VAV1-$CH (Fig. 2 F). Thus, these data show that the Vav1 
R63W polymorphism impacts the cellular content of Vav1 
and suggest that the Vav1-W63 variant might share bio-
chemical and functional properties with the constitutively ac-
tive VAV1-$CH.
Vav1 R63W polymorphism influences Vav1 functions
Vav1 functions as a guanine exchange factor (GEF) for small 
GTPases, thereby facilitating their transition from an inactive 
(GDP bound) to an active (GTP bound) state. Vav1 is also an 
adaptor molecule that participates in protein–protein inter-
actions. After TCR engagement, Vav1 is rapidly phosphory-
lated, in particular in tyrosine 174 (Tyr174), which is crucial to 
Vav1 activities (Aghazadeh et al., 2000; López-Lago et al., 2000). 
To analyze the impact of Vav1 R63W polymorphism on 
Vav1 functions, we first performed biochemical experiments 
in HEK293 cells transfected with plasmids coding for human 
VAV1-R63 (wild type), VAV1-W63 (mutated), or the consti-
tutively active VAV1 (VAV1-$CH). Both VAV1-W63 and 
excluding the involvement of the C3 nonsynonymous poly-
morphism is based on the haplotypic mapping conducted in 
six rat strains and in the BN.LEWc9-Bf congenic because the 
percentage of Foxp3+CD4+ T cells found in the BB rats is 
similar to that found in all the tested strains except the BN 
strain (Table I). Thus, the c.244C>T SNP in exon 1 of Vav1 
is the only SNP that correlates with the Treg cell phenotype. 
This SNP results in the substitution of an arginine (R) by a 
tryptophan (W) in BN Vav1 at position 63 in the N-terminal 
calponin homology (CH) domain (p.Arg63Trp or R63W). 
Altogether, these results strongly suggest that the Vav1 R63W 
polymorphism plays a prominent role in the control of 
Foxp3+CD4+ T cells, in the absence of involvement of the 
three other genes present in the 117-kb interval.
The Vav1 R63W polymorphism controls Vav1 cellular 
protein levels
We next analyzed the impact of the Vav1 R63W polymor-
phism on Vav1 protein expression. We used rat CD4+ T cells 
expressing the Vav1-W63 (BN rats) or the Vav1-R63 (LEW 
and BN.LEWc9-Bf rats) variants. Immunoblotting revealed 
that levels of Vav1 were markedly lower in thymic and pe-
ripheral BN CD4+ T cells (Fig. 2 E). The same difference was 
also observed in CD4+CD25+ (Treg cells) and in CD4+CD25 
(Tconv cells; Fig. S5). To test whether the reduced Vav1 protein 
expression is the direct consequence of the R63W polymor-
phism, we performed experiments in HEK293 cells transfected 
with plasmids coding for human VAV1-R63 (wild type), 
Table I. Vav1 variants control the percentage of CD4+Foxp3+ Treg cells
Gene Exon/nucleotide Protein Genotypes
BN LEW Bfb DA PVG BB ACI
C3 Ex2/c.205 C>T p.= T C C C C T C
C3 Ex9/c.1018 T>C p.= C T T T C C C
C3 Ex11/c.1252 C>T p.= T C C C C T C
C3 Ex12/c.1339 T>C p.= C T T T C C C
C3 Ex12/c.1369 T>C p.= C T T T C C C
C3 Ex23/c.2929 G>A p.= A G G G G A G
C3 Ex32/c.4109 A>G p.Thr1356Ala G A A A A G A
Gpr108 Ex6/c.536 G>A p.= A G G G G A G
Gpr108 Ex8/c.930 T>C p.= C T T T T C T
Gpr108 Ex8/c.935 C>T p.= T C C C C T C
Gpr108 Ex13/c.1397 G>A p.= A G G G G A G
Gpr108 Ex15/c.1520 G>A p.= A G G G G A G
Trip10 NP NP NP NP NP NP NP NP NP
Vav1a Ex1/c.244 C>Ta p.Arg63Trpa T C C C C C C
Vav1 Ex5/c.579 C>T p.= C T T T C T T
Vav1 Ex6/c.627 G>A p.= A G G G A G G
NP, no polymorphism. Genes listed are found in the 117-kb interval. The Exon/nucleotide column indicates SNPs found in exons. The exon number and the position of the SNP 
in the cDNA of the gene are given. The Protein column indicates the effect of the SNP (p.= indicates a synonymous mutation without effect on the primary structure of the 
protein; when the SNP is nonsynonymous, the position and the amino acid substitution according to the nucleotide mutation are given). Genotypes of BN type or similar to 
BN genotype are in bold. Mean percentages ± SEM of CD4+Foxp3+ T cells in PBMCs (n ≥ 4) are as follows: BN, 17.0 ± 0.2%; LEW, 8.9 ± 0.9%; Bf, 11.1 ± 0.5%; DA, 10.3 ± 0.3%; 
PVG, 7.6 ± 0.2%; BB, 11.0 ± 0.2%; and ACI, 9.9 ± 0.5%.
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(Fig. 3 F; López-Lago et al., 2000). Together, these data 
demonstrate that the VAV1-W63 mutation leads to its con-
stitutive activation.
To analyze the impact of TCR engagement on Vav1 ac-
tivities, we also performed biochemical analysis on purified 
CD4+ T cells from BN (Vav1-W63) and BN.LEWc9-Bf 
(Vav1-R63) rats. In agreement with our results on HEK293 
cells, we showed that Vav1 in BN CD4+ T exhibits an in-
creased global phosphorylation on Vav1 tyrosines (Fig. 4 A) 
and Tyr174 (Fig. 4 B) as compared with Bf CD4+ T cells, 
both at basal state and after TCR engagement. However, the 
activation of Rac1 (Fig. 4 C) and RhoA (Fig. 4 D) GTPases 
was modest as compared with transfected HEK293 cells ex-
pressing similar levels of Vav1 protein. These data suggest 
that the increased Vav1-W63 activity in the CD4+ T cells 
might be counterbalanced by the decrease in Vav1 protein 
amount, thus maintaining GEF activity close to physiological 
levels. Using confocal microscopy, we next showed that 
localization and recruitment of Vav1-W63 to TCR-inducible 
complexes are not altered because we observed similar co-
localization of Vav1 in BN and Bf CD4+ T cells (Fig. 4 E). 
Recently, it has been shown that many critical events in-
volved in T cell activation, such as TCR-triggered Ca2+ flux, 
were mediated by a GEF-independent function of Vav1 
that can act as an adaptor (Miletic et al., 2009; Saveliev et al., 
2009). We therefore assessed the effect of R63W polymor-
phism on Ca2+ flux in thymic and peripheral CD4+ T cells. 
CD4+ T cells bearing Vav1-W63 (BN rats) had lower TCR-
induced Ca2+ flux than those bearing Vav1-R63 (Bf and 
LEW rats; Fig. 4 F). Together, these data show that the 
Vav1 R63W polymorphism has major consequences on 
Vav1 biochemical properties, triggering a state of constitu-
tive activation that leads to the imbalance between Vav1 
GEF-dependent (Rac1 and RhoA activation) and -independent 
(Ca2+ flux) functions.
A recent study described the process of cooperative auto-
inhibition maintaining Vav1 protein in an inactive state and 
shed light on the molecular mechanisms whereby the Vav1-
W63 variant might modify Vav1 functions (Yu et al., 2010). 
This work showed that the CH domain plays a key role in 
strengthening the interaction of the catalytic Dbl homology 
domain with a helix of the adjacent acidic domain, which 
leads to the autoinhibition of the GEF activity. This core 
inhibitory interaction is relieved by phosphorylation of 
Tyr174. The phosphorylation of two other tyrosines, Tyr142 
and Tyr160, modulates the CH-inhibitory helix by making 
Tyr174 more accessible to kinases. Of peculiar interest, the 
side chain of Tyr160 is in contact with Arg63 in the CH do-
main (Yu et al., 2010). Based on these data, we hypothesize 
that replacement of the basic arginine by the hydrophobic 
tryptophan in position 63 might induce a modification of the 
tertiary structure that could make Tyr174 more accessible to 
phosphorylation. This mechanism would fully account for 
the similar behavior of the Vav1-W63 and Vav1-$CH vari-
ants. The activation of Vav1-W63 is associated with an ap-
proximately fourfold reduction of protein expression that 
VAV1-$CH show increased phosphorylation on total tyro-
sines (Fig. 3 A) and Tyr174 (Fig. 3 B) and displayed enhanced 
GEF activity (Fig. 3 C) as compared with VAV1-R63. This 
increased GEF activity resulted in elevated activation of Rac1 
(Fig. 3 D), the VAV1 preferential downstream effectors, and 
also in a stronger activation of RhoA (Y17-fold compared with 
Y3-fold for Rac1; Fig. 3 E). Confocal examination of tran-
siently transfected HEK293 cells showed that VAV1-R63 did 
not induce major morphological changes, whereas the expres-
sion of VAV1-W63 induced lamellipodia formation and 
pronounced rounding of the cell body as a result of actin cyto-
skeleton contractility (Fig. 3 F). These morphological changes 
are reminiscent of what was observed for VAV1-$CH 
Figure 3. Biochemical analyses of VAV1 in HEK293 cells trans-
fected with VAV1 variants reveal that VAV1-W63 is constitutively 
active. (A and B) Analysis of VAV1 phosphorylation in HEK293 transfected 
with different human VAV1 plasmids. VAV1 was immunoprecipitated and 
immunoblotted with anti-phosphotyrosine 4G10 mAb (A) or anti–
phospho-VAV1 (Y174) antibody (B). After stripping, membranes were 
probed with anti-VAV1 antibody. IP, immunoprecipitation. (C) Analysis of 
GEF activity of VAV1 using pull-down with Rac1G15A agarose beads on 
serum-starved HEK293 cells transfected with different human VAV1 plas-
mids. (D and E) Analysis of Rac1 or RhoA activities in HEK293 cells trans-
fected with different VAV1 variants using pull-down assay to detect 
relative amounts of Rac1-GTP (D) or RhoA-GTP (E). Total Rac1 and RhoA 
levels were used as loading controls. In each case, results show one blot 
of a representative experiment and a graph representing the mean ± SEM 
of three to four independent experiments. WB, Western blot. (F) Confocal 
analysis of HEK293 cells transfected with different VAV1 variants. Actin 
was visualized with phalloidin–Alexa Fluor 488. Representative images  
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might maintain Vav1 GEF activity close to normal levels 
but would impact Vav1 GEF-independent functions as re-
vealed by the reduction of Ca2+ flux. Together with a recent 
study showing that Vav1 GEF activity is not required for 
the development of CD4+CD25+ T cells (Saveliev et al., 
2009), these observations suggest that Vav1-W63 could in-
fluence Treg cell development through an effect on Vav1 
GEF-independent functions.
The link between the Vav1-W63 variant and the devel-
opment of the Treg cells remains unknown. The size of the 
Treg cell compartment can be altered through modulations 
of the strength of TCR signals. For example, enrichment in 
Treg cells was observed when TCR signaling was enhanced by 
the loss of the tyrosine phosphatase SHP-1, a negative regula-
tor of TCR-mediated signaling (Carter et al., 2005). Enrich-
ment was also observed when developing T cells were exposed 
to their cognate peptides with high-avidity interactions (Jordan 
et al., 2001; van Santen et al., 2004; Cabarrocas et al., 2006). 
Thus, in rats carrying the Vav1-W63 variant, the increased 
development of Treg cells might result from Vav1-W63– 
dependent modifications in signaling pathways downstream 
of the TCR.
Given the link existing between Treg cell defects and auto-
immunity (Sakaguchi et al., 2008), our findings may have im-
portant implications. We recently provided evidence that Vav1 
R63W variants play a central role in susceptibility to experi-
mental autoimmune encephalomyelitis and impact the pro-
duction of IFN-G and TNF (Jagodic et al., 2009; unpublished 
data). Our present findings suggest that this may also be re-
lated to the effect of Vav1 variants on the Treg cell compart-
ment. Thus, genetic or acquired alterations in Vav1-dependent 
signaling could impact the susceptibility to immune-mediated 
diseases through effects on Treg cell development.
MATERIALS AND METHODS
Animals. All breeding and experimental procedures were performed in 
accordance with European Union guidelines and were approved by the 
national and local ethics committee (license no. 31259; agreement no. 
B315558). Rats were kept under specific pathogen-free conditions. LEW, 
BN, and DA rats were obtained from Centre d’Élevage Janvier (Le Genest 
St. Isle, France). (LEW × BN) F1 rats and congenic lines were produced 
in our animal facility. The BN congenic lines for LEW chromosome 9 (BN.
LEWc9) used in this study are summarized in Table S1 and were developed 
in our laboratory as described previously (Mas et al., 2004). The LEW.BNc9 
and DA.BNc9 congenic lines for BN chromosome 9 and the BN congenic 
for LEW MHC (BN-1L) were described previously (Cautain et al., 2001; 
Jagodic et al., 2009). The animals used in this study were 8–12 wk of age.
Antibodies, cell staining, and flow cytometry. The mAbs used for flow 
cytometry or purification of T cell subpopulations were as follows: W3/25 
(anti–rat CD4), OX6 (anti–rat MHC class II), OX8 (anti–rat CD8), OX12 
(anti–rat K light chain), OX22 (anti–rat CD45RC), OX39 (anti–rat CD25), 
R73 (anti–rat TCR-AB), V65 (anti–rat TCR-GD), 3.4.1 (anti–rat CD8AB), and 
3.2.3 (anti–rat NKR-P1). The hybridomas OX6, OX7, OX8, OX12, OX22, 
OX39, OX40, OX85, and W3/25 were provided by D. Mason (University 
of Oxford, Oxford, England, UK), and the hybridomas JJ319, V65, and R73 
were provided by T. Hünig (University of Würzburg, Würzburg, Germany). 
The mAbs used for flow cytometry were fluorochrome conjugates either pre-
pared in our laboratory or purchased from BD and eBioscience. The biotinyl-
ated mAbs 42-3-7 (RT1-An haplotype) and 163-7F3 (RT1-Al haplotype) were 
Figure 4. In primary CD4 T cells, Vav1 R63W polymorphism  
affects Vav1 phosphorylation, Rac1/RhoA GTPases activities, and 
Ca2+ flux under TCR stimulation. (A and B) Analysis of Vav1 phosphory-
lation by immunoblot with anti-phosphotyrosine 4G10 mAb (A) or anti–
phospho-Vav1(Y174) antibody (B) in BN (Vav1-W63) and Bf (Vav1-R63) LN 
CD4+ T cells stimulated (stim) or not (unstim) with anti-TCR mAb. Lysates 
were probed with anti-Vav1Ab. IP, immunoprecipitation. (C and D) Analy-
sis of Rac1 or RhoA activation in serum-starved BN and Bf CD4+ T cells 
stimulated or not with anti-TCR mAb using pull-down assay to detect the 
relative amounts of Rac1-GTP (C) or RhoA-GTP (D). Total Rac1 and RhoA 
levels were used as loading controls. In each case, results show one blot 
of a representative experiment and a graph representing the mean ± SEM 
of three to five independent experiments. WB, Western blot. (E) Confocal 
microscopy analyses of CD4+ T cells of BN and Bf rats that were stimu-
lated or not with anti-TCR mAb. Cells were staining for TCR (red) and 
Vav1 (green) using the appropriate second reagents. Line scan analysis 
indicates the distribution of the TCR and Vav1 along the white lines. Rep-
resentative images of three independent experiments are shown. (F) Analy-
sis of Ca2+ influx in purified CD4+ T cells from LEW, BN, and Bf LNs (left) 
or thymus (middle) loaded with Indo-1 and incubated with an anti-TCR 
mAb. Analyses were first performed in the absence of rabbit anti–mouse 
(RAM) immunoglobulin cross-linker to measure the baseline Ca2+ level in 
unstimulated CD4+ T cells. Flow was halted for the addition of 50 μg/ml 
RAM (first arrow). The increase in intracellular Ca2+ flux was then recorded 
in real time over 200 s. Cell flow was again halted for the addition of 
ionomycin (Iono; second arrow) to measure the maximal signal from the 
Indo-1 indicator. Data are representative of three independent experi-
ments involving a total of five or six rats per strain. These data are ex-
pressed in the right panel as percentages of the variation of maximum 
Ca2+ flux observed in the Bf congenic subline compared with the BN (left) 
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Real-time PCR was performed on LC480 (Roche) using the PCR SYBR 
green kit (Roche). The relative amount of mRNA in each sample was cal-
culated as the ratio between the target mRNA and the corresponding 
endogenous control GAPDH mRNA.
Ca2+ flux. CD4+ T cells or CD4+ SP thymocytes were loaded at 37°C for 
30 min with the fluorescent Ca indicator Indo-1 (Invitrogen) at 5 μM. The 
cells were then washed and incubated with 10 μg/ml anti-TCR mAb (R73) 
at 37°C for 15 min. Ca influx was measured by flow cytometry on an LSRII. 
Baseline levels were measured for 50–100 s, at which time rabbit anti–mouse 
(Sigma-Aldrich) was added at 50 μg/ml as a cross-linker. Events were re-
corded for an additional 150–200 s. Finally, ionomycin was added at 2 μg/ml 
to all samples to verify Indo-1 labeling. Relative Ca concentrations were 
measured as the ratio between the Ca-bound dye and the Ca-free dye. Data 
were analyzed using FlowJo software.
Immunoblotting and immunoprecipitation. Vav1 protein expression 
and phosphorylation were analyzed on lysates from rat CD4+ T cells or from 
HEK293 cells 20 h after transfection with 2 μg of human wild-type VAV1-
R63, the mutated VAV1-W63, or oncogenic VAV1-$CH plasmids. In 
some experiments, rat CD4+ T cells were stimulated with anti-TCR mAb 
(R73) used at 10 μg/ml and rabbit anti–mouse at 50 μg/ml for 1 min at 37°C. 
Total cellular proteins were extracted with ice-cold lysis buffer containing 
10 mM Tris HCl, 1% Triton X-100, a cocktail of protease inhibitors (Com-
plete Mini, EDTA-free; Roche), 50 mM NaF, 1 mM Na3VO4, and 1 mM 
DTT. For immunoprecipitation, clarified homogenates were incubated 
overnight at 4°C with the antibodies and a mix of protein A/G Sepharose 
beads. After washes, proteins were eluted with Laemmli buffer and analyzed 
by SDS-PAGE followed by Western blotting on Immobilon-P membranes 
(Millipore) with appropriate antibodies (Vav-1 antibody, clone D7 [Santa 
Cruz Biotechnology, Inc.]; B-actin antibody, clone AC-15 [Sigma-Aldrich]; 
phosphotyrosine antibody, clone 4G10 [Millipore]; and phosphotyrosine 
174 of Vav1 antibody [Santa Cruz Biotechnology, Inc.]). Immunoreactive 
bands were detected by chemiluminescence with the SuperSignal detection 
system (Thermo Fisher Scientific). Band intensities were quantified using the 
Scion Image software.
GTPase pull-down assays. HEK293 cells were transfected with 1 μg of 
wild-type VAV1-R63 or 2 μg of mutated VAV1-W63 or 2 μg of oncogenic 
VAV1-$CH. 3 h after transfection, cells were serum-starved overnight be-
fore being processed. The amounts of GTP-bound active Rac1 or RhoA 
were determined by GST pull-down assay. Cells were lysed in ice-cold lysis 
buffer (50 mM Tris-base, pH 7.4, 500 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 2.5 mM 
EGTA, 1% Triton X-100, 0.5% Na deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM NaF, 
1 mM Na3VO4, and a tablet of protease and phosphatase inhibitors), and 
clarified lysates were incubated with 30 μg GST-PBD (PAK1-binding do-
main for Rac1) or GST-RBD (Rhotekin-binding domain for RhoA) bound 
to glutathione Sepharose at 4°C for 30 min. Beads were washed with 50 mM 
Tris-base, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 1% Triton 
X-100, and GTP-bound GTPases eluted with Laemmli buffer and subjected 
to SDS-PAGE followed by Western blotting. Active VAV1 was purified 
using the nucleotide-free mutant Rac1G15A (Cell Biolabs Inc.), which dis-
plays a strong affinity for active GEFs (García-Mata et al., 2006). VAV1 was 
detected by Western blotting using VAV1 antibody (D7 clone; Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.) on pull-down cell extracts.
Immunofluorescence staining. Freshly isolated CD4 T cells were incu-
bated for 15 min with 10 μg/ml mouse anti–rat TCR at 4°C. CD4 T cells 
were then stimulated or not with 50 μg/ml goat anti–mouse IgG for 15 min. 
Cells were fixed with 4% paraformaldehyde and plated on 0.5 mg/ml poly-
dl-ornithine (Sigma-Aldrich) for 15 min. Upon washing with PBS, cells were 
permeabilized with 0.1% Triton X-100, saturated with 1% BSA, and incubated 
with antibody against Vav1 (1:200 dilution; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) for 
20 min at room temperature. Secondary antibodies used were Alexa Fluor 
594–conjugated streptavidin and Alexa Fluor 488–conjugated anti–rabbit 
provided by H. Kunz (University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA). Foxp3 intra-
cellular expression was detected using an APC-labeled anti–mouse/rat Foxp3 
Staining Set from eBioscience according to their standard protocol. Data were 
collected on FACSCalibur or LSRII cytometers (BD) and analyzed using 
FlowJo or Cell Quest software package (BD).
Bone marrow chimeras. (LEW × BN) F1 rats were lethally irradiated 
(950 rads) 1 d before bone marrow transplantation. Recipient rats were 
given 108 viable nucleated bone marrow cells intravenously. 14 wk after en-
graftment, the PBMCs, spleen, and LNs were analyzed for T cells of donor 
or recipient origin by using RT1-A haplotype–specific mAbs and for expres-
sion of Foxp3 in CD4+ T cells of donor origin.
Purification of T cell subsets. Rat CD4+ T cells were negatively selected 
from LN and spleen cells by using a cocktail of the following mAbs: OX6, 
OX8, OX12, 3.2.3, and V65. After washing and incubating with anti–mouse 
IgG magnetic microbeads (Invitrogen), CD4+ T cells were purified by mag-
netic depletion. Both OX8 and W3/25 were added to the cocktails for the 
purification of a non–T cell fraction that included B cells and monocytes/
macrophages. SP CD4+ thymocytes T cells were negatively selected from 
thymus using OX8 mAb and anti–mouse IgG magnetic microbeads. The 
purity of CD4+ T cells was >92%. For Treg cell purification, negatively 
selected CD4+ T cells were stained with 341-FITC (anti–rat CD8B), R73-
APC (anti–rat TCR-AB), W3/25-PB (anti–rat CD4), and OX39-PE (anti–rat 
CD25) and were electronically sorted using a FACSAria II-Sorp (BD). The 
purity of the cells was >99%.
Proliferative responses and Treg cell suppression assays. For Treg cell 
suppression assays, purified (LEW × BN) F1 CD4+CD45RChigh T cells 
(105/well) were stimulated with irradiated allogeneic APCs (0.5 × 105/well; 
T cell–depleted splenocytes from DA rats) alone or in the presence of de-
creased numbers of FACS-sorted BN or Bf CD4+CD25+ Treg cells and cul-
tured in 96-well plates for 72 h. Proliferation was analyzed by [3H]thymidine 
incorporation during the last 18 h.
Sequencing. The sequencing templates were amplified from genomic DNA, 
and the sequencing reactions were performed using the BigDye terminator 
version 3.1 (Applied Biosystems) Products were separated and recorded on an 
ABI 3100 (Applied Biosystems). Sequences were analyzed with Vector NTI 
software (InforMax). SNPs identified by comparing LEW and BN coding se-
quences and untranslated regions of all genes in the region of 117 kb were sub-
sequently typed in additional rat strains using the same procedures.
Plasmids, DNA constructs, mutagenesis, and transfection. Experi-
ments were performed using human VAV1 to benefit from the availability 
of a positive control, the oncogenic human VAV1 (VAV1-$CH) that lacks 
the first 67 N-terminal amino acids (VAV1-$CH) and is known to be con-
stitutively active. pEF-VAV1-myc plasmid encoding either human VAV1 
cDNA or oncogenic human VAV1 was described previously (Deckert et al., 
1996). The mutation in human VAV1 at the position c.244C>T (R63W) of 
the sequence coding for the R63W substitution was introduced by site- 
directed mutagenesis using the QuikChange II XL Site-Directed Mutagene-
sis kit (Agilent Technologies) according to the manufacturer’s instructions. 
Mutation was introduced using the following primers: forward, 5-GAGG-
TCAACCTGtGGCCCCAGATGTCCC-3; and reverse, 5-GGGACATC-
TGGGGCCaCAGGTTGACCTCA-3. The lower case letters indicate the 
mutations. The nucleotide sequence of each construct was verified by DNA 
sequencing. HEK293 fibroblasts were maintained in Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium supplemented with 10% FCS. HEK293 cells were trans-
fected using Effectene (QIAGEN) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Experiments were performed 20 h after transfection.
Relative quantification of mRNAs by real-time quantitative RT-
PCR. Total RNA was extracted by the RNeasy mini kit (QIAGEN). RT 
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Une mutation récessive est apparue spontanément dans une colonie de rats Brown-
Norway (BN) et a été identifiée comme responsable d’une lymphopénie T. Cette 
mutation a été stabilisée dans une nouvelle souche de rat, nommée BNm (BN muté). 
Chez le rat BNm, la lymphopénie prends origine dans le thymus et est intrinsèque aux 
lymphocytes T CD4. De plus, les rats BNm développent spontanément une maladie 
inflammatoire des intestins. Le développement de cette pathologie est associé à une 
modification du profil de production de cytokines par les lymphocytes T CD4 effecteurs. 
Les LT CD4 naïfs des rats BNm présentent une production accrue de cytokines Th2 et 
Th17 et une réduction de la production d’IFNγ. Nos résultats montrent que le 
développement spontané de la pathologie intestinale chez les rats BNm est associé à un 
défaut fonctionnel des Tregs. En effet, l'activité suppressive des Tregs est défectueuse 
chez les rats BNm. De plus, la complémentation des animaux mutants avec des Treg 
d’origine BN diminue l'incidence de la maladie et sa sévérité. 
Une analyse de liaison chez des rats issus de croisements BNm x DA a permis de 
localiser la mutation sur le chromosome 1, dans un intervalle de 1,5 Mb. L'étude de 
l’expression des différents gènes de cette région, associée au séquençage des exons 
des gènes candidats, a ensuite permis d’identifier la mutation : une insertion de quatre 
nucléotides dans le gène Themis qui entraîne un décalage du cadre de lecture, 
l’apparition précoce d’un codon stop et ainsi l’invalidation du gène. Ainsi, les rats BNm 
sont déficients pour Themis, une protéine du signalosome proximal du TCR récemment 
découverte. 
Ce travail montre pour la première fois un rôle de Themis dans les fonctions 
suppressives des Treg et suggère que, chez les animaux déficients pour Themis, le 
défaut fonctionnel des Tregs est responsable de l'inflammation intestinale. Ainsi, cette 
étude suggère que Themis pourrait être impliqué dans différentes pathologies résultant 
d’une dérégulation de la réponse immune. 
  
A Spontaneous Mutation of the Rat Themis Gene Leads
to Impaired Function of Regulatory T Cells Linked to
Inflammatory Bowel Disease
Marianne Chabod1,2,3, Christophe Pedros1,2,3, Lucille Lamouroux1,2,3, Ce´line Colacios1,2,3, Isabelle
Bernard1,2,3, Dominique Lagrange1,2,3, Daniela Balz-Hara1,2,3, Jean-Francois Mosnier4, Christian
Laboisse4, Nathalie Vergnolle1,2,3, Olivier Andreoletti5, Marie-Paule Roth1,2,3, Roland Liblau1,2,3, Gilbert J.
Fournie´1,2,3, Abdelhadi Saoudi1,2,3*, Anne S. Dejean1,2,3
1UMR Inserm, U1043, Toulouse, France, 2UMR CNRS, U5282, Toulouse, France, 3Universite´ de Toulouse, UPS, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan (CPTP),
Toulouse, France, 4Universite´ de Nantes, Faculte´ de Me´decine, EA Biome´tadys, Nantes, France, 5UMR INRA ENVT 1225, Interactions Hoˆtes Agents Pathoge`nes, Ecole
Nationale Ve´te´rinaire de Toulouse, Toulouse, France
Abstract
Spontaneous or chemically induced germline mutations, which lead to Mendelian phenotypes, are powerful tools to
discover new genes and their functions. Here, we report an autosomal recessive mutation that occurred spontaneously in a
Brown-Norway (BN) rat colony and was identified as causing marked T cell lymphopenia. This mutation was stabilized in a
new rat strain, named BNm for ‘‘BN mutated.’’ In BNm rats, we found that the T cell lymphopenia originated in the thymus,
was intrinsic to CD4 T lymphocytes, and was associated with the development of an inflammatory bowel disease.
Furthermore, we demonstrate that the suppressive activity of both peripheral and thymic CD4+ CD25bright regulatory T cells
(Treg) is defective in BNm rats. Complementation of mutant animals with BN Treg decreases disease incidence and severity,
thus suggesting that the impaired Treg function is involved in the development of inflammatory bowel disease in BNm rats.
Moreover, the cytokine profile of effector CD4 T cells is skewed toward Th2 and Th17 phenotypes in BNm rats. Linkage
analysis and genetic dissection of the CD4 T cell lymphopenia in rats issued from BNm6DA crosses allowed the localization
of the mutation on chromosome 1, within a 1.5 megabase interval. Gene expression and sequencing studies identified a
frameshift mutation caused by a four-nucleotide insertion in the Themis gene, leading to its disruption. This result is the first
to link Themis to the suppressive function of Treg and to suggest that, in Themis-deficient animals, defect of this function is
involved in intestinal inflammation. Thus, this study highlights the importance of Themis as a new target gene that could
participate in the pathogenesis of immune diseases characterized by chronic inflammation resulting from a defect in the
Treg compartment.
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Introduction
Immune-mediated diseases are multifactorial disorders, result-
ing from complex interactions between multiple genes and the
environment [1]. Deciphering the genetic bases of these diseases is
a difficult task. Genetic association studies in human have recently
identified numerous risk loci associated with susceptibility to
immune-mediated diseases [2–4], but few causal genes have been
unambiguously identified so far as being directly involved in a
particular disease. In addition, identifying the exact mechanisms of
action of these genes often remains a significant barrier to progress.
Mouse and rat models of human diseases are simplified systems in
which environmental factors are under control and genetic
heterogeneity is eliminated. They represent invaluable tools to
identify new genes involved in human diseases. They also offer
efficient systems for studying in-depth mechanisms of gene action.
Two different and complementary approaches can be followed to
investigate the function of a single gene and the pathological
consequences of its dysfunction. First, the gene-driven approach can
be used to investigate the consequences of the modification or
invalidation of a known gene, using genetically modified animals
such as knock-out and knock-in models. Second, the phenotype-
driven approach aims at elucidating the gene and mechanisms
involved in a given phenotype, identified either after a spontaneous
mutation occurring in an animal colony [5], or generated by ran-
dom mutagenesis with a mutagen such as N-ethyl-N-nitrosourea
(ENU) [6].
Here, we report the identification of an autosomal recessive
mutation responsible for T cell lymphopenia, which arose spontane-
ously in our Brown-Norway (BN) rat colony. This mutation was
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associated with a high incidence of inflammatory bowel disease (IBD),
skewed cytokine profile of effector T cells towards Th2/Th17 and
inefficient natural regulatory CD4 T lymphocytes (Treg). We thus
sought to identify the mutated gene by positional cloning, and found a
disruption of the Themis gene. Our study provides the first evidence for
a role of Themis in CD4 T cell functions and in digestive tract
homeostasis.
Results
BNm rats exhibit a defect in thymic CD4 T cell
development
In the course of our ongoing studies on rat immunogenetics, we
serendipitously observed that, within a litter of BN rats, ,1/4 of
the offspring showed a marked reduction of the proportion of T
cells in the peripheral blood. Intercrosses rapidly led us to
conclude that a spontaneous autosomal recessive mutation was
responsible for this lymphopenia (Figure 1A). This mutation,
which leads to an unambiguous and fully penetrant phenotype,
was isolated and stabilized to homozygocity in a new rat strain
named BNm, for ‘‘BN mutated’’. Phenotypic analysis of cells from
secondary lymphoid organs revealed that the proportion
(Figure 1B) and absolute numbers (Figure 1C) of CD4 T cells
were markedly reduced in spleen (Figure 1B–1C) and lymph nodes
(LN) of BNm rats (Figure S1). Numbers of CD8 T cells, B cells,
macrophages, cd T cells and NK cells were not significantly
affected (Figure 1C and data not shown). In the thymus, while no
decrease was observed in double negative (DN), double positive
(DP), or CD8 single positive (SP) thymocytes, the proportion
(Figure 1D) and absolute numbers (Figure 1E) of CD4 SP cells of
BNm rats were greatly reduced, showing that the CD4 T cell
lymphopenia originates in the thymus. Results from bone marrow
chimeras demonstrated that this CD4 T cell deficiency was
intrinsic to hematopoietic cells and did not depend on the ability of
thymic epithelial cells to support CD4 T cell differentiation
(Figure 1F, Figure S2). Finally, by using intrathymic transfer of
purified T cell precursors (DN thymocytes) from BN or BNm rats
into (LEW6BN) F1 rats, we documented that this defect was
intrinsic to T cells rather than being dependent on the thymic
environment (Figure 1G).
BNm rats develop inflammatory bowel disease
We looked for the presence of autoantibodies using sera from 12
week-old BNm (n= 18) and BN rats (n = 5). We found that sera
from BNm rats contained autoantibodies that recognize gut (66%),
kidney (50%), liver (50%) and lung (55%) tissues (Figure S3A). The
antibodies recognized wall component(s) of arterioles and venules
(liver, lung and kidney) and muscular layers in the intestine. In the
kidney, a weak labeling was also observed in the glomerular
mesangium. The nature of the labeled histological structures
suggests that the autoantibodies are mainly raised against smooth
muscles. These autoantibodies were undetectable in BN rats. We
then examined organs from BNm and age-matched control BN
rats and showed the presence of tissue inflammation affecting the
gut of BNm rats. Indeed, macroscopic lesions were often observed
in the intestinal tract from both male and female BNm rats
(Figure 2A). Shortening of the intestine (Figure 2B) and thickening
of the intestinal wall (Figure 2C) were associated with inflamma-
tory features including oedema, erythema, and increased mucus
secretion. The earliest intestinal lesions were detected in 7-week-
old animals, and by 12 weeks of age, disease prevalence reached
50 percent (Figure S3B). Histological analyses revealed slight to
severe multifocal infiltration of the intestine wall, involving
preferentially the muscular layers and the submucosa (Figure 2D,
Figure S3C), whereas the intestinal mucosa did not display any
infiltration or ulcerative lesions. Lesions were scattered all along
the intestine (Figure 2D). The infiltration was predominantly
composed of polymorphonuclear cells and macrophages (CD68+)
with few T cells (CD3+) and no B cells (B220+) (Figure 2E). In
addition, granulomas composed mainly of macrophages and
polymorphonuclear leucocytes were often observed (Figure 2D–
2E). The infiltration of polymorphonuclear cells was confirmed by
a significant increase in myeloperoxidase (MPO) activity in the
duodenum, jejunum, ileum and colon samples from BNm rats
(Figure 2F). These inflammatory features were associated with
increased levels of IL-6, TNF, IL-1b, IL-13, CCL2 and CCL3 in
the intestinal tissues (Figure 2G). Transcript levels for IL-2 and IL-
17 were also highly increased in the inflamed tissues from BNm
rats (Figure 2H). To assess whether the CD4 T cell lymphopenia
observed in BNm rats is sufficient to explain IBD development,
wild type BN rats were thymectomized and treated with anti-CD4
depleting mAb. Using this protocol, we were able to induce a CD4
lymphopenia similar to that observed in BNm rats, in terms of
number and phenotype of CD4 T cells (data not shown).
However, lymphopenic BN rats did not develop clinical or
histological manifestation of IBD (data not shown). These results
suggest that the mutated gene is responsible for IBD occurrence by
other mechanisms than the simple induction of CD4 lymphopenia.
Thus, BNm rats harbor a mutation that predisposes to inflamma-
tory lesions of the whole intestine that share pathological features
with human IBD.
BNm rats exhibit spontaneous CD4 T cell activation and
skewed cytokine production
As abnormal T cell activation is often associated with
inflammatory diseases, we assessed the phenotype and functions
of peripheral T cells in BNm rats. We observed an increased
proportion of activated and memory-like CD4 T cells (OX40high
CD62Llow CD45RClow CD25high) in spleen (Figure 3A) and
mesenteric lymph nodes (mLN) (Figure S4A). Moreover, CD4 T
cells purified from BNm spleen (Figure 3B) and mLN (Figure S4B)
exhibited an increased capacity to proliferate under low co-
Author Summary
Deciphering the genetic basis of human diseases and
understanding the function of mammalian genes are
among the main challenges for today’s geneticists. In this
regard, rodent models represent invaluable tools to
identify new genes and to study the mechanisms of
action of genes implicated in human diseases. Here, we
identified a spontaneous mutation responsible for a
reduction of blood CD4 T lymphocyte counts in a rat
strain. The mutant rats showed a high incidence of
inflammatory bowel disease, which was associated with
skewed cytokine secretion by effector CD4 T cells towards
Th2 and Th17 and with impairment of the suppressive
activity of the regulatory CD4 T cells (Treg). The
contribution of Treg was further evidenced by experiments
showing that transfer of Treg from normal BN rats to
mutant animals prevented the occurrence of bowel
lesions. By genetic mapping the lymphopenia, we
identified a disruption of the Themis gene. This result is
the first to link Themis to the suppressive function of Treg
and to suggest that, in Themis-deficient animals, a defect
of this function predisposes to intestinal inflammation.
Thus, this new rat model highlights key roles of Themis
both in regulating the immune system and in maintaining
intestinal homeostasis.
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stimulatory conditions. At high doses of stimulation, CD4 T cells
from BN and BNm rats proliferated equally well, but BNm CD4 T
cells produced higher amounts of IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, IL-17
and lower amounts of IFN-c (Figure 3B and Figure S4B). To assess
whether these phenotypes were the consequence of the higher
proportion of activated CD4 T cells in BNm rats, similar
experiments were performed with purified naive CD62L+ CD4 T
cells. Under the same conditions of stimulation, although naive BN
and BNm CD4 T cells proliferated equally well, they still differed in
their cytokine production, particularly for IL-10, IL-17 and IFN-c
(Figure 3C). Finally, we analyzed the contribution of CD4 T cells to
IBD development in BNm rats and found that their depletion
reduced both IBD incidence and severity (Figure S4C), indicating
that CD4 T cells are involved in IBD development. Collectively,
these data demonstrate that the mutation present in BNm rats
influences CD4 T cell activation and differentiation into Th1/Th2/
Th17 subsets and that CD4 T cells contribute to IBD development.
The suppressive activity of CD4+ CD25bright regulatory T
cells from BNm rats is defective
Immune-mediated inflammation of the gastrointestinal tract is
commonly observed when natural Treg, defined by the expression
of Foxp3 and CD25, are dysregulated or deficient [7]. We thus
wondered whether the IBD developing spontaneously by BNm rats
was the consequence of a quantitative and/or qualitative defect in the
Treg compartment. The absolute number of Treg was indeed
reduced in the thymus, spleen and LNs from BNm compared to BN
rats (Figure 4A). The proportion of CD4 Treg in BNm thymus was
decreased, indicating that the mutated gene is also involved in thymic
Foxp3+ CD4 T cell development (Figure S5A). In contrast, this
proportion was increased in spleen and mLNs (Figure S5A),
suggesting that this quantitative defect of Treg is not responsible for
IBD development. We therefore assessed the suppressive activity of
Treg in co-culture experiments, using either thymic or peripheral
CD25bright CD4+T cells (more than 85% being Foxp3+). As shown in
Figure 4B, peripheral as well as thymic Treg from BNm rats showed
almost no suppressive activity, while Treg from BN rats exerted a
potent inhibition of the proliferation of CFSE-labeled effector CD4+
T cells. Similar results were obtained using thymidine incorporation
as a read-out of T cell proliferation (Figure S5B). Collectively, these
data indicate that the mutation carried by BNm rats plays a crucial
role in the development and function of Foxp3+ Treg.
To investigate the relationship between this defect in Treg and
the development of IBD, we assessed whether Treg with normal
suppressive functions could prevent the development of inflam-
matory bowel lesions in BNm rats. To this end, we performed
Figure 1. BNm rats exhibit a T cell autonomous lymphopenia restricted to CD4 T cells. (A) Percentage of TCRab positive cells in PBMC from
BN (n= 15, black bars), BNm (n = 9, white bars) and (BN6BNm) F1 (n = 5, grey bars) rats. (B) CD4 and CD8 expression in BN and BNm spleen T cells;
numbers indicate the cell percentages in the outlined area. (C) Absolute numbers of BN (n = 4) and BNm (n= 9) T cells, CD4+ and CD8+ T cells, and B
cells in spleen. Data in B and C are representative of five independent experiments. (D) CD4 and CD8 expression in BN and BNm thymocytes; numbers
indicate cell percentages in the outlined area. (E) Absolute numbers of BN (n = 5) and BNm (n= 5) in thymocyte subsets (DN: double negative; DP:
double positive; SP: simple positive). Data in D and E are representative of six independent experiments. (F) Absolute numbers of lymphocytes in
spleen of lethally irradiated (LEW6BN) F1 rats reconstituted with BN (n = 6) or BNm (n= 8) T cell-depleted bone marrow cells. Data are representative
of three independent experiments. (G) Absolute numbers of donor CD4 SP and CD8 SP cells in thymus of sub-lethally irradiated (LEW6BN) F1 rats 15
days after intrathymic injection of DN thymocytes from BN (n= 4) and BNm (n = 4) rats. (BN: black columns, BNm: white columns).
doi:10.1371/journal.pgen.1002461.g001
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adoptive transfer experiments of Treg from BN rats into BNm rats.
We found that transfer of 4.106 CD25bright CD4+ T cells from BN
rats into 4 week-old BNm rats significantly protected the recipients
from intestinal inflammation (Figure 4C–4D). Indeed, while the
prevalence of intestinal lesions in 12 week-old BNm rats was 43%
(9/21), only 8% (1/11) BNm rats transferred with CD25bright
CD4+ T cells from BN rats showed macroscopic lesions
(Figure 4C). Histological analyses confirmed this observation,
showing lower scores of lesions in BNm rats transferred with BN
Treg, with a decreased cellular infiltration of the intestine wall and
the absence of granuloma (Figure 4D). This prevention was
associated with decreased amounts of TNF, IL-4, IL-13, IL-6 and
CCL2 in intestinal tissues (Figure 4E). Altogether, these results led
us to conclude that in BNm rats, the defect in Treg suppressive
function contributes to the development of IBD.
Themis is disrupted in BNm rats
To localize the gene responsible for CD4 T cell lymphopenia, 44
rats obtained from a (BNm6DA)6BNm backcross were genotyped
using 98 microsatellite markers polymorphic between the parental
strains and distributed across the genome. A genome-wide scan was
performed using R/qtl software and permutations of the pheno-
types to define genomewide LOD thresholds of 5% and 0.1%
(termed here as significant and highly significant, respectively). As
shown on Figure 5A, a highly significant quantitative trait locus
(QTL) controlling the percentage of CD4 T cells was found in a
8 cM interval of chromosome 1 (peak LOD score of 16.45;
p,0.0001). This QTL accounts for 82% of the total variance of the
trait. As shown on Figure 5B, when the 44 rats are separated
according to their genotype at the microsatellite marker nearest to
the QTL peak, D1Rat1, rats with the ‘nd’ genotype have, similarly
to their F1 parents, high CD4 T cell percentages. In contrast, rats
with the ‘nn’ genotype have low percentages, in the range of those
observed in their inbred backcross parents BNm. The trait
distribution in the 44 rats is clearly discontinuous and falls into
two equally populated classes that are separated by the genotype at
the D1Rat1 marker. The percentage of CD4 T cells is therefore
controlled by a mutant allele at a single locus in the 8 cM QTL
region of chromosome 1. Further genotyping using 7 additional
microsatellite markers allowed the localization of the gene on
Figure 2. BNm rats develop inflammatory bowel disease. (A) Small intestine and colon from 12 week-old BN and BNm rats. (B, C) Length of
small intestine and colon (B) and thickness of the duodenum, jejunum, ileum and colon (C) of BN (n = 10) and BNm rats with macroscopic signs of
intestinal lesions (n = 7). (D) Hematoxylin-eosin staining of duodenum, jejunum and colon from 8 to 10 week-old BN and BNm rats. Images are
representative of microscopic lesions observed in all affected BNm rats (original magnification: 100 X). Stars indicate granulomas; arrows point to
infiltration and double head arrows indicate the thickness of the intestinal wall. (E) CD68, CD3 and B220 immunoperoxydase staining on sections of
jejunum from 8 week-old BNm rats. Positive staining results in a brown reaction product. HE: hematoxylin-eosin staining showing the presence of
polymorphonuclear leucocytes (original magnification: 400 X). (F) Myeloperoxidase (MPO) activity in the duodenum, jejunum, ileum and colon tissue
samples from BN (n = 30) and BNm rats with macroscopic lesions (n = 21). (G) Cytokine and chemokine protein expression in duodenum from BN
(n = 7) and BNm rats with macroscopic lesions (n = 7). (H) Relative mRNA expression of IL-2 and IL-17A in duodenum from BN (n= 4) and BNm rats
exhibiting intestinal macroscopic lesions (n = 7). (BN: black columns, BNm: white columns).
doi:10.1371/journal.pgen.1002461.g002
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chromosome 1 within a ,10.3 Mb interval. To reduce this region
further, 12 additional markers were used to genotype 379 rats
obtained from (BNm6DA)6BNm or (BNm6DA)F2 crosses. As
shown on Figure 5C, only the genotypes at markers mapping to a
small 1.5 Mb interval of the initial region between 16.27 Mb
(D1Cel39) and 17.75 Mb (D1Cel10) were able to separate rats with
CD4 T cell lymphopenia and rats with normal CD4 counts.
According to databases RGD (Rat Genome Database: http://rgd.
mcw.edu/) and Ensembl (http://www.ensembl.org/Rattus_norve-
gicus/Info/), this region contains six genes (Figure 5C), including
Themis and Ptprk, which have both been described as involved in T
cell development [8–12]. Study of mRNA expression of these six
Figure 3. BNm rats exhibit spontaneous T cell activation and skewed cytokine production. (A) Proportions of OX40high, CD62Llow,
CD45RClow and CD25high among CD4 T cells from spleens of BN (n = 4) and BNm (n= 8) rats. (B) Proliferation was assessed by [3H] Thymidine uptake in
total CD4 T cells isolated from BN (n= 4) and BNm (n= 4) spleens after stimulation for 48 hours with anti-TCR mAb and increasing concentrations of
anti-CD28 mAb (left panel). Cytokine production by CD4 T cells stimulated with anti-TCR mAb and 0.2 mg/ml of anti-CD28 mAb for 48 hours (right
panels). (C) Proliferation (left panel) and cytokine production (right panels) by naive CD62L+ CD4 T cells isolated from BN (n= 4) and BNm (n= 4)
spleens and stimulated as described above. Data are representative of three independent experiments. (BN: black columns, BNm: white columns).
doi:10.1371/journal.pgen.1002461.g003
Figure 4. Impaired suppressive function of BNm Treg is involved in the development of intestinal lesions. (A) Absolute numbers of
Foxp3+ CD4+ T cells in thymus, spleen and mLN from BN (n = 7) and BNm (n = 13) rats. Data are representative of three independent experiments. (B)
Suppressive activity of thymic CD25bright CD4+ SP cells (top panel) and peripheral CD25bright CD4+ T cells (bottom panel) from BN or BNm rats was
assessed in co-culture experiments with CFSE-labeled naive LEW CD4 T cells as effector cells. Proliferation was assessed by CFSE dilution (percentages
indicate the proportion of CFSElow cells). Data are representative of three independent experiments. (C, D) Disease frequency (C) and duodenum
microscopic scores (D) in 12 week-old BNm rats injected with PBS (white column or symbols; n = 21) or with 4.106 BN CD25bright CD4+ T cells (grey
columns or symbols; n = 12) at 4 weeks of age. (E) Cytokine protein expression in duodenum from control BNm rats with microscopic intestinal scores
(white columns; n = 8) and from BNm rats transferred with CD25bright CD4+ T cells (grey columns; n = 12).
doi:10.1371/journal.pgen.1002461.g004
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genes in thymocytes from BNm rats by quantitative RT–PCR
revealed a significant decrease only for Themis mRNA expression
(Figure 5D). Sequencing of coding sequences revealed a frameshift
mutation in the Themis gene of BNm rats, resulting from a four-
nucleotide insertion, which introduces a premature stop codon
(Figure 5E). By contrast, no polymorphism was found between the
BN and BNm strains in the sequences coding for Ptprk (data not
shown). Consistent with these findings, western blot analysis using
Themis-specific antibodies that recognize either the N- or C-
terminal fragments of the protein revealed no detectable Themis
expression in BNm thymocytes, whereas it was detectable at the
predicted size of 73 kDa in protein extracts fromBN rats (Figure 5F).
Together, these data strongly suggest that the CD4 T cell
lymphopenia observed in BNm rats results from a disruption of
the Themis gene and that the BNm rat thus represents a spontaneous
Themis knock-out rat model.
Figure 5. BNm rats carry a disrupted Themis gene. (A) Genome scan for loci controlling the percentage of CD4 T cells in the blood of 44
(BNm6DA)6BNm rats. Horizontal lines represent genome-wide significance thresholds of 5% (significant) and 0.1% (highly significant) as determined
by permutation tests. (B) Percentages of CD4 T cells in 44 (BNm6DA)6BNm backcross rats classified according to their genotypes at the microsatellite
marker of chromosome 1 nearest to the QTL. In each group, horizontal bars represent the mean values. nn: homozygous BN (n = 23); nd:
heterozygous BN-DA (n = 21). (C) Fine mapping of the BNm mutation in 28 (BNm6DA) F2 or (BNm6DA)6BNm backcross rats, among which 16 showed
normal proportions of CD4 T lymphocytes (Unaffected) and 12 showed CD4 T cell lymphopenia (Affected). The position of each microsatellite marker
on chromosome 1 is indicated in megabases (Mb). White: homozygous BNm; black: heterozygous BNm/DA. Rec: number of rats characterized by a
given recombination. The physical map of the critical 1.5 Mb interval containing 6 genes is shown underneath. (D) Relative mRNA expression of the 6
genes in BNm (n= 4) and BN (n= 4) thymocytes. Data are representative of two independent experiments. (E) Electrophoregram, nucleic acid
sequences and corresponding amino acids of the BN and BNm Themis gene in the region surrounding the 4 nucleotide insertion corresponding to
the BNm mutation (boxed). (F) Immunoblot analysis of Themis and b-actin in thymocytes from BN, BNm, LEW and DA rats, C57BL/6 mice and in human
PBMC using anti-Themis antibodies specific either for the mouse C-terminal (left panel) or the human N-terminal (right panel) portion of the protein.
doi:10.1371/journal.pgen.1002461.g005
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Discussion
In the present study, we serendipitously discovered a sponta-
neous mutation in the BN rat strain, which leads to lymphopenia
and increased susceptibility to inflammatory bowel disease. We
have mapped this mutation to an insertion of four nucleotides
causing the disruption of the gene encoding the Themis protein.
Themis (thymocyte-expressed molecule involved in selection), also
known as Gasp (Grb2-associating protein), has been recently
identified in mice as an essential component of the early TCR
signaling machinery [13] that plays an important role in positive
selection during thymic T cell development [8–11]. Indeed,
Themis-deficient mice have considerably fewer thymic and
peripheral CD4 and CD8 T cells, although the CD4 population
is affected more severely than CD8 population [8–11]. In our rat
model, the Themis deficiency was found to affect more specifically
the CD4 T cell compartment. In the effector T cell compartment,
the absence of Themis was associated with CD4 T cell activation,
increased production of Th17-Th2 cytokines and reduction of
IFN-c production. Concerning the Treg compartment, not only
was the proportion and absolute numbers of thymic CD4 Treg
decreased in Themis-deficient rats, but the Themis-deficient CD4+
CD25bright T cells also exhibited a defect in their suppressive
activity. We found that this defect contributes to the spontaneous
development of IBD in BNm rats since their complementation with
BN Treg decreases disease incidence and severity. Finally, the
majority of diseased BNm rats (77%) harbors autoantibodies
against intestinal tissues. Thus, our study highlights the contribu-
tion of Themis to both the immune system and intestinal
homeostasis.
BNm rats develop an inflammatory disease that affects
preferentially the gut tissue. This might be related to the BN
genetic background, since we found that BN rats were highly
sensitive to TNBS induced colitis (our unpublished data). Of note,
no pathological manifestations have been reported in Themis-
deficient mice. Differences in species, or the particular BN genetic
background might explain this distinct susceptibility to IBD. This
raises interesting questions regarding the basis for the similarities
and differences between the roles of Themis in regulating the
immune system and the digestive tract homeostasis in mice versus
rats. Among the rodent models of T cell immunodeficiency for
which the development of an IBD has been reported, the Long-
Evans Cinnamon (LEC) rat model is of particular interest.
Similarly to BNm rats, an arrest in the maturation of thymocytes
from CD4+CD8+ to CD4+ SP was observed in LEC rats [14].
While two groups initially attributed this defect to the invalidation
of the Ptprk gene [12,15], a subsequent report suggested that, in
LEC rats, immunodeficiency results from a combined deletion of
both Ptprk and Themis genes [16]. LEC rats also develop IBD, but
the disease is different from the IBD observed in BNm rats. Indeed,
inflammatory lesions in LEC rats are restricted to the cecum and
colon, while inflammation affects the whole intestine in BNm rats.
Moreover, the disease in LEC rats is associated with an increased
secretion of Th1 cytokines while it is associated with a Th2/Th17
cytokine imbalance in BNm rats. Finally, LEC rats, but not BNm
rats, also develop Wilson’s disease. These differences between LEC
and BNm rats can be attributed to differences in genetic
backgrounds, or more likely, to a complex interplay between
Ptprk and Themis in LEC rats. The present study clearly
establishes that Themis impacts on Treg suppressive function
independently of Ptprk and that this effect is involved in the
development of IBD lesions.
Our results document that Themis acts as a key player in the
suppressive function of Treg at an early stage of thymic
development, independently of lymphopenia and inflammation.
Indeed, the defect in Treg in BNm rats is present in CD4 SP
thymocytes and is observed in the periphery of 6 week-old animals,
at a time when inflammatory bowel lesions have not yet
developed. The impaired function of Treg observed in BNm rats
probably contributes to the physiopathology of IBD since
complementation of BNm rat with wild type Treg inhibited
disease development. Finally, analysis of the expression of CTLA-
4, GITR, IL10-R, TGF-bR and Foxp3 by quantitative RT-PCR
did not reveal any differences between Treg from BN and BNm
rats (data not shown), indicating that defective expression of these
molecules is not the cause of impaired Treg function. The impact
of Themis on T cell thymic selection, and on mature T cell
functions likely results from its role in proximal signaling
downstream of the TCR. Indeed, after TCR triggering, Themis
is phosphorylated on tyrosine residues within seconds, both in
mouse and human T cells [13]. This phosphorylation depends on
LAT, Lck and SLP-76 [13] and allows Themis to act as an
adaptor protein that binds to LAT, Grb2 and PLC-c. Consistent
with our data, mice deficient for Themis partners such as PLC-c
or LAT also develop immune-mediated diseases linked to defects
in the suppressive functions of CD4 Treg [17–19]. Moreover,
despite normal Foxp3 expression, Themis, LAT or PLC-c
deficient CD4+ CD25+ T cells are ineffective in controlling the
proliferation of effector T cells [17,18,20]. Together, these data
suggest that the Themis/LAT/PLC-c signaling hub is mandatory
for the suppressive functions of Foxp3+ CD4 T cells.
In humans, the etiology of IBD is still unknown. The consensus
hypothesis is that, in genetically predisposed individuals, both
environmental factors such as the luminal content and endogenous
factors (defects in barrier, vascular or neuronal functions) trigger
an uncontrolled inflammatory response [21]. The main forms of
IBD are Crohn’s disease and ulcerative colitis, which differ mostly
by the region of the gut where inflammation progresses and the
depth of inflammatory damage. While ulcerative colitis progresses
from the rectum towards the colon, presenting only superficial
(mucosal) damage, Crohn’s disease can affect all parts of the
digestive tract and is characterized by transmural damage and
inflammatory cell infiltration [22]. Lesions observed in Themis-
deficient BN rats display several characteristics shared with
Crohn’s disease. Inflammation in BNm rats involves the entire
intestinal tract (from the duodenum to the distal colon) and
appears patchy all along the digestive tract. Inflammatory cells
infiltrates are found in deep layers of the intestine in BNm rats
(submucosa and muscle layers) and the granulomas are very
similar to those seen in Crohn’s disease [23,24]. In contrast to
Crohn’s disease, however, IBD in Themis-deficient rats does not
show superficial mucosa damage, diarrhea or bleeding.
To date, genome-wide association studies performed in patients
suffering from IBD [25,26] have not identified the genomic region
bearing Themis as a susceptibility locus. Such an association,
however, has been found in patients suffering from celiac disease,
another multi-factorial immune-mediated disease of the intestinal
tract [27]. Both diseases share common physiopathological
features, such as an initial increase in intestinal permeability and
the T helper pattern of the immune response [28]. Accordingly,
the two diseases can occur concomitantly in families or individual
patients and the prevalence of IBD is increased in patients
suffering from celiac disease [29,30]. Recently, a meta-analysis of
genome-wide association data from celiac disease and Crohn’s
disease has identified several risk loci shared by both diseases [31],
thus adding further support for common pathophysiological
pathways and to the possible involvement of THEMIS in human
IBD. Nowadays, it is estimated that the identified genes associated
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with IBD represent only a fraction of the genetic risk [2]. Many
susceptibility genes still remain to be discovered. Gene identifica-
tion in humans is hampered by several factors including variable
penetrance, low relative risk associated to a single disease allele,
epistasis, genetic heterogeneity of human populations and
variability of environmental factors [32]. Thus, animal models of
IBD, which develop under stable and controlled laboratory
conditions, represent a very useful tool to study the pathogenesis
of IBD by identifying the genes involved and deciphering their
mechanisms of action. We propose that Themis, due to its role on
CD4 T cell functions and immune system homeostasis, should
now be considered as a candidate gene for IBD susceptibility, as
well as for other immune mediated diseases where a dysfunction of
Treg is documented or suspected. The rat model we describe will
probably help to understand how Themis directs Treg function,
which is indeed an important issue given the pivotal role of Treg in
maintaining immunological tolerance.
In conclusion, our study highlights the importance of sponta-
neous mutations in developing new animal models of human
genetic disorders, which are invaluable tools for hunting new genes
and analyzing their functions. We describe a rat model of
spontaneous IBD that shares many features with Crohn’s disease.
We found a disruption of the gene encoding Themis, which leads
to impaired regulatory T cell function, thus favoring IBD
development. While the role of Themis in thymic selection has
been previously established, our study provides the first evidence
for a role of Themis in homeostasis of the digestive tract, through
an effect on the suppressive function of natural CD4 Treg. We
thus believe that Themis dysfunction could also participate in the
pathogenesis of other diseases characterized by chronic inflam-
mation resulting from a defect in the Treg compartment.
Materials and Methods
Animals
Brown-Norway (BN), Lewis (LEW) and Dark-Agouti (DA) rats
were obtained from Janvier Laboratories (Le Genest-Saint-Isle,
France) and bred and maintained under specific pathogen–free
conditions in our facility, in accordance with European guidelines.
The mutation responsible for CD4 T cell lymphopenia arose
spontaneously in our colony of BN rats after brother and sister
mating. Lymphopenic rats were intercrossed to create the new
strain, homozygous for the recessive mutation, called BNm. This
study was carried out in accordance with the recommendations in
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the
National Institutes of Health. The protocol was approved by the
Committee on the Ethics of Animal Experiments (Licence
number: 31259).
Antibodies, flow cytometry, and isolation of leukocyte
subpopulations
Cell suspensions were prepared from thymus, spleen, mLN or
BM. The mAbs used were as follows: OX6 (anti-rat MCH class II),
OX8 (anti-rat CD8a), OX27 (anti-rat RT1-Ac,n), OX33 (anti-rat
CD45RA), OX39 (anti-rat CD25), B5 (anti-rat RT1-Aa,b,l), V65
(anti-rat TCRcd), 3.2.3 (anti-rat NKR-P1), ED1 (anti-rat CD68),
W3/25 (anti-rat CD4), R73 (anti-rat TCRab) and 341 (anti-rat
CD8b). The mAbs used for flow cytometry were either prepared in
our own laboratory or purchased from Biolegend, Abd Serotech,
BD Biosciences and eBioscience. For isolation of CD4 T cells, cell
suspensions prepared from spleen and LN were incubated with a
mixture of the following mAbs: OX6, OX33, 3.2.3, V65 and OX8
and were negatively selected using anti-mouse IgG magnetic
microbeads (Dynal, Oslo, Norway). For Treg purification,
negatively selected CD4 T cells were stained with 341-FITC
(anti-rat CD8b), R73-APC (anti-rat TCRab), W3/25-PB (anti-rat
CD4), and OX39-PE (anti-rat CD25) and electronically sorted
using a Facs Aria II-Sorp (BD Biosciences). The purity of the
sorted cells was checked and was greater than 98%.
Radiation bone marrow chimeras
(LEW6BN) F1 recipient male rats were subjected to 8.5 Gy
total body irradiation (137Cs source) 1 day before transplantation
with bone marrow from BN or BNm rats. Recipients were
sacrificed 16 weeks after transfer. The extent of hematopoietic cell
replacement by donor cells was analyzed using RT1-A haplotype-
specific mAbs and was consistently of at least 96%.
Intrathymic transfer of DN thymocytes
(LEW6BN) F1 recipient male rats were subjected to 2.5 Gy
total body irradiation (137Cs source) 1 day before intrathymic DN
cell transplantation. DN cells were purified from the thymus by
negative selection using anti-CD4 (W3/25) and CD8 (OX8) mAbs
and anti-mouse IgG magnetic microbeads (Dynal, Oslo, Norway).
Recipients were killed two weeks after transfer and thymus was
analyzed for the origin of immune cells, using RT1-A haplotype-
specific mAbs.
Linkage analysis and fine mapping
For the initial genome screen, the percentage of CD4 T cells
was assessed in 44 rats obtained from a (BNm6DA)6BNm
backcross. These rats were genotyped for 98 polymorphic
microsatellite markers spread across the genome at 20–30 cM
intervals, as already described [33]. The R/qtl software [34] was
used for mapping loci controlling the phenotypic trait (QTLs) and
genome-wide thresholds of 5% and 0.1% significance were derived
from 10,000 permutations of shuffled phenotypes. Further
genotyping using 7 additional microsatellite markers allowed the
localization of the gene on chromosome 1 within a ,10.3 Mb
interval. Then, genetic dissection of the region harboring the
mutated gene was conducted in (BNm6DA)6BNm backcrosses
and (BNm6DA) F2 hybrid rats. For this purpose, a genetic map
with a high density of markers was constructed. Among the 379
rats that were genotyped and phenotyped for CD4 lymphopenia,
28 rats showed recombination within the ,10.3 Mb and were
further genotyped using 12 additional microsatellite markers,
allowing the localization of the mutated gene within a ,1.5 Mb
interval. The sequences of the forward and reverse primers of the
new markers used for the fine mapping of the genetic defect and









The physical map of the interval was extracted from the rat genome
V3.4 assembly at the rat genome database (http://rgd.mcw.edu/).
Quantification of mRNAs by RT–PCR
Total RNA was prepared using the RNeasy kit (Qiagen). cDNA
generated by SuperScript III (Invitrogen) were analyzed using
primers for the indicated genes. Real-time PCR was performed
using SYBR green. Results were normalized to Atp5b expression
levels. The primers used were as follows:
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Cells were harvested in lysis buffer containing a cocktail of
protease and phosphatase inhibitors (Complete Mini, EDTA-free;
Roche). Proteins were separated on 10% NuPAGE midi gels
(Invitrogen) and blotted onto nitrocellulose membranes. Mem-
branes were probed with anti-Themis rabbit polyclonal antibody
that recognizes the C-terminal portion of mouse Themis (kindly
provided by Paul E Love), or with a monoclonal antibody that
recognizes the N-terminal portion of human Themis (Sigma) and
then probed with b-actin mAb antibody (clone AC-15, Sigma),
before incubation with horseradish peroxidase-conjugated second-
ary antibodies (Amersham). Signals were revealed with Super-
Signal West Pico chemiluminescent substrate (Pierce).
Sequencing
Sequencing of Themis and Ptprk coding regions was performed
according to data available on genomic databases. Total RNA was
extracted (RNeasy minikit, Qiagen), and reverse transcribed
(SuperScript III first-strand synthesis kit, Invitrogen). Sequencing
reactions were carried out with the BigDye Terminator version 3.1
(Applied Biosystems) and recorded on ABI 3130XL. Sequences
were analyzed with Vector NTI software (InforMax).
Proliferative responses, cytokine assays, and Treg
suppression assays
For cytokine production assays, total CD4 T cells or naive
CD62L+ CD4 T cells (105/well) were purified and stimulated with
plate-bound anti-TCR (R73, 1 mg/ml) and soluble anti-CD28
(JJ319, 0.01 to 0.2 mg/ml) in 96-well flat-bottom plates for
48 hours in complete RPMI (Invitrogen). Cytokine production
was examined in the cell supernatants by Luminex multiplex kit
(Millipore). For Treg suppression assays, CD4+ CD25bright were
sorted using a FACS Aria II-Sorp (BD Biosciences). Co-culture
experiments were performed using naive Lewis CD4 T cells (105/
well) stained with CFSE (Peprotech) as effector cells. These cells
were stimulated with irradiated syngeneic APC (0.56105/well; T
cell-depleted splenocytes) and plate-bound anti-CD3 mAb (G4.18;
0.5 mg/ml) in the presence of 0.56105 Treg purified from the
spleen or thymus. CFSE dilution was estimated by flow cytometry
after 60 hours of culture. Proliferation was also analyzed by [3H]
Thymidine incorporation, added during the last 18 hours of
culture.
Transfer of wild-type CD25bright CD4+ T cells
Four week-old BNm rats were transferred with PBS (control) or
with 4.106 of FACS-sorted CD25bright CD4+ T cells purified from
the spleens and LN of BN rats. 8 weeks after transfer, BNm rats
were sacrificed and intestinal inflammation was assessed as
described below. Samples of duodenum were collected to perform
microscopic analyses and dosage of cytokine concentrations.
Histology and immuno-histochemistry
Skin, liver, pancreas, lung, heart, brain, testis, thyroid, the entire
gastrointestinal tract, aorta, spleen, thymus and LN were dissected
and fixed in 4% paraformaldehyde before embedding in paraffin
and processing for conventional hematoxylin-eosin staining.
Selected panels of serial sections were processed for immuno-
histochemical labeling with anti-CD3 (polyclonal rabbit serum,
IR503, Dako), B220 (OX33 hybridoma supernatant) and CD68
(ED1 hybridoma supernatant). Two pathologists evaluated the
intestinal lesions independently using Wallace score.
Detection of autoantibodies
For the detection of autoantibodies directed against gut, liver,
lung or kidney, tissues isolated from SCID/Beige BALB/c mice
were snap frozen in liquid nitrogen and 3–5 mm sections were cut
using a cryomicrotome. Sections were fixed in acetone at 220uC
for 20 min and stored at 280uC. Sera diluted in PBS 0.1% BSA
were applied at the chosen dilution (1/200) for 60 min at room
temperature. After rinsing twice in PBS, slides were incubated for
30 min with a goat anti-rat immunoglobulin G coupled to Alexa
Fluor 488 (Jackson Immunoresearch). Slides were then washed
twice in PBS before mounting in anti-fading medium and direct
observation with immunofluorescence microscopy. The intensity
of immunofluorescent staining was blindly evaluated by O.A.
Quantification of myeloperoxidase activity and cytokine
levels in intestinal tissues
MPO activity was measured as an index of granulocyte
infiltration. Briefly, tissue samples were homogenized in a solution
of 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide and supernatants
were added to O-dianisidine dihydrocholoride solution supple-
mented with 1% hydrogen peroxide. Optical density readings
were taken at 450 nm. For cytokine analysis, intestinal samples
were homogenized with Precellys beads (Ozyme) in 250 mL of cell
lysis buffer (Cell Signaling Technology) containing a cocktail of
protease and phosphatase inhibitors (Complete Mini, EDTA-free;
Roche). Supernatants were assessed for cytokines by Luminex
multiplex kit (Millipore) and for protein levels using Bradford
Reagent (Bio-Rad).
Statistical analysis
Results were expressed as means 6 s.e.m. Comparisons
between groups were done by the unpaired Student’s t test using
Prism software. Fisher’s exact test was used to analyze the
prevalence and macroscopic scores in BNm rats having received or
not normal regulatory T cell from BN rats. Results were
considered statistically significant when the p value was #0.05.
ns: not significant; *: p#0.05; **: p#0.01; ***: p#0.001.
Supporting Information
Figure S1 BNm rats show a lymphopenia restricted to CD4 T
cells. Absolute numbers of total, CD4+ and CD8+ T cells, and B
cells in submandibular lymph nodes from BN (black columns;
Themis in Immune and Intestinal Homeostasis
PLoS Genetics | www.plosgenetics.org 9 January 2012 | Volume 8 | Issue 1 | e1002461
n=4) and BNm (white columns; n= 4) rats. Data are representa-
tive of four independent experiments.
(EPS)
Figure S2 BNm rat thymic epithelium is able to support CD4 SP
cells differentiation. Irradiated BN or BNm recipients were
reconstituted i.v. with 8.107 T cell-depleted bone marrow cells
originating from (LEW6BN) F1 rats. Recipients were sacrificed 16
weeks after transfer. Absolute numbers of lymphocytes in spleens
of lethally irradiated BN (black columns; n = 4) and BNm (white
columns; n= 4) rats reconstituted with (LEW6BN) F1 rats T cell-
depleted bone marrow cells. Data are representative of three
independent experiments.
(EPS)
Figure S3 BNm rats spontaneously develop features of inflam-
matory bowel disease. (A) Autoantibodies against SCID/Beige
BALB/c mouse colon, ileum, lung, kidney and liver tissues
detected after staining with sera (dilution 1/200) from BNm (top)
and BN (bottom) rats and goat anti-rat immunoglobulin G
coupled to Alexa Fluor 488 (ml: muscular layer, LP: Lamina
propria, L: lumen, v: venule, a: arteriole, g: glomerulus). (B)
Prevalence of histological lesions of the disease in BN (black
squares) and BNm (open circles) rats according to age. 5–7 weeks of
age: 13 BN, 21 BNm; 8–10 weeks of age: 28 BN, 49 BNm; 11–12
weeks of age: 25 BN, 23 BNm; 34 weeks of age: 6 BN, 6 BNm (C)
Duodenum, jejunum, ileum and colon microscopic scores of 8–12
week-old BN (black squares, n = 55) and BNm rats (open circles,
n = 72).
(EPS)
Figure S4 BNm rats exhibit spontaneous T cell activation and
skewed cytokine production. (A) Proportions of OX40high,
CD62Llow, CD45RClow and CD25high among CD4 T cells from
mLN of BN (n= 4) and BNm (n= 8) rats. (B) Proliferation was
assessed by [3H] Thymidine uptake in total CD4 T cells isolated
from BN (n= 4) and BNm (n= 4) mLN and stimulated for
48 hours with anti-TCR mAb and increasing concentrations of
anti-CD28 mAb (left panel). Cytokine production by CD4 T cells
stimulated with anti-TCR mAb and 0.2 mg/ml of anti-CD28 mAb
for 48 hours (right panels). (C) Four-week-old BNm rats were
injected with OX38, an anti-CD4 depleting mAb (300 mg per
100 g of body weight), 3 times a week (grey columns, n= 10) or
PBS (white, columns n= 12). The proportion of CD4 T cells in
PBMC was tested by flow cytometry three weeks after the first
anti-CD4 injection (left panel). IBD development tested 8 weeks
after the first anti-CD4 injection by analyzing the prevalence, the
length of small intestine and the macroscopic and microscopic
scores of the duodenum (right panels).
(EPS)
Figure S5 The suppressive activity of BNm CD4+ CD25+ Treg is
severely impaired. (A) Percentages of Foxp3+ CD4 SP in thymus,
spleen and mLN from BN (n= 7) and BNm (n= 13) rats. Data are
representative of three independent experiments. (B) Naive
purified BN CD4 T cells were stimulated with irradiated syngeneic
APC and coated anti-CD3 in presence of decreased numbers of
FACS-sorted CD4+ CD25+ Treg and cultured in 96-well round-
bottom plates for 48 hours. Proliferation was analyzed by [3H]
Thymidine incorporation during the last 18 hours. The data
represent the suppressive activity of CD25+ CD4+ T cells from
BN (black squares) and BNm rats (open circles) in co-culture
experiments using BN naive CD4 T cells as effectors. Data are
representative of three independent experiments.
(EPS)
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Les lymphocytes T régulateurs Foxp3+ jouent un rôle crucial dans l’établissement de la 
tolérance au soi, le contrôle des réponses inflammatoires et le maintien de l’homéostasie 
du système immunitaire. La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués 
dans la fonction de ces cellules représente un défi important. Nous avons 
précédemment identifié le rôle de Themis, un nouvel acteur de la signalisation proximale 
du TCR, dans les fonctions suppressives des Tregs.  Chez le rat BN, les Tregs déficients 
pour Themis présentent un défaut fonctionnel associé au développement spontané 
d’une maladie inflammatoire des intestins. Dans ce travail, nous avons étudié l’effet de la 
déficience en Themis dans le fond génétique LEW. De façon surprenante, nous avons 
observé que la déficience en Themis chez le rat LEW n’affecte pas les fonctions 
suppressives des Tregs et n’entraîne le développement d’aucune pathologie. Ces 
résultats révèlent une influence du fond génétique et indiquent qu’une interaction avec 
un ou plusieurs autres gènes pourrait contribuer au défaut de Treg et au développement 
de la pathologie chez le rat BN. 
La génération de lignées congéniques a permis d’identifier une région de 117-kb 
contrôlant les conséquences de la déficience en Themis sur la fonction suppressive des 
Tregs. En effet, l’introduction d’une région de 117-kb d’origine LEW chez les rats BN 
déficients en Themis permet de restaurer la fonction des Tregs et l’homéostasie du 
système immunitaire. Au sein de cette région, le polymorphisme R63W de Vav1 est le 
candidat majeur. Ce polymorphisme affecte en effet l’activation et le niveau d’expression 
de cette protéine partenaire du signalosome de LAT où Themis est également recruté. 
Ainsi, ce travail suggère que l’impact de la déficience en Themis sur les fonctions 
suppressives des Tregs nécessite la présence du variant W63 de Vav1, constitutivement 
actif et dont la fonction adaptatrice est réduite.  
Cette étude souligne l’importance de l’intégrité de la signalisation via le TCR dans le 
maintien de la fonction des Tregs et révèle que la coopération entre Vav1 et Themis est 
essentielle pour le maintien de l’homéostasie du système immunitaire. L’étude des 
mécanismes moléculaires impliqués permettra de mieux comprendre la biologie des LT 
régulateurs et pourrait favoriser l’identification de marqueurs pharmacogénétiques ou 









Dans cette étude, nous avons généré des rats LEW déficients pour Themis. Cette lignée 
de rat a été générée par la technique de « speed-congenics ». Un premier croisement 
entre les rats BNm (déficients pour Themis) et LEW a été réalisé. Les F1 (BNm x LEW) 
obtenus ont été recroisés avec la souche parentale LEW (backcross). Dans la 
descendance de ce second croisement, les rats présentant à la fois la région contenant 
le gène Themis d’origine BNm (BN muté Themis déficient, appelé BNThemis-/-) et le plus 
fort pourcentage du génome d’origine LEW (déterminé à l’aide de marqueurs 
microsatellites) ont été sélectionnés et recroisés en retour avec la souche parentale 
LEW. Plusieurs étapes successives de croisements retour après sélection ont ainsi 
permis d’obtenir des rats présentant à la fois un pourcentage du génome d’origine LEW 
supérieur à 99.5% et la mutation du gène Themis (la région contenant Themis d’origine 
BNm) à l’état hétérozygote. Ces rats ont enfin été croisés entre eux (intercross) pour 
donner naissance aux géniteurs de la lignée. La taille de la région d’origine BNm portant 
la mutation responsable de l’invalidation du gène Themis est comprise entre 21 et 41 Mb 
(Fig. suppl. 1A). Afin de simplifier la nomenclature utilisée, cette nouvelle lignée 
congénique sera appelée LEWThemis-/-. En effet, l’étude de l’expression protéique de 
Themis montre que les rats LEWThemis-/- générés sont bien déficients pour Themis (Fig. 



















Fig. 1 : La déficience en Themis chez le rat LEW affecte le développement 
thymique des LT 
(A) Expression des marqueurs CD4 et CD8 par les thymocytes LEW et LEWThemis-/- . (B) 
Nombres absolus de thymocytes totaux et des sous-populations DN, DP, CD4SP et 
CD8SP chez les rats LEW (n=4) et LEWThemis-/- (n=4). (C) Expression des marqueurs 
CD4 et CD8 par les LT spléniques des rats LEW et LEWThemis-/- . (D) Nombres absolus 
de splénocytes, LT, LT CD4+ T, LT CD8+ et LB. (LEW: blanc, LEWThemis-/-: gris). Les 
résultats présentés sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. *P≤0.05; ns, 
non significatif.











































































































La déficience en Themis chez le rat LEW affecte le développement thymique des 
LT 
 
Comme montré précédemment chez le rat BN (Chabod et al., 2012), la déficience en 
Themis induit également une lymphopénie T CD4 chez le rat LEWThemis-/-. Un 
pourcentage réduit de CD4 SP est observé dans le thymus des rats LEWThemis-/- (Fig. 
1A). L’analyse du nombre de cellules totales, DN, DP, CD4SP et CD8SP montre que la 
déficience pour Themis réduit considérablement la génération thymique des CD4SP et 
exerce un effet plus modéré sur la génération des CD8SP (Fig. 1B). En accord avec ces 
résultats, la proportion de  LT CD4 dans la rate est réduite chez les rats LEWThemis-/- (Fig. 
1C). En périphérie, le nombre de LT est fortement réduit en absence d’expression de 
Themis et cette réduction est plus importante dans le compartiment T CD4 par rapport 
au compartiment T CD8 (Fig.1D). Chez ces animaux, le nombre de LB est inchangé. 
Des résultats similaires sont observés dans les ganglions (résultats non montrés). Ainsi, 
ces résultats montrent que, quelque soit le fond génétique considéré (LEW ou BN), la 
déficience en Themis est associée à une lymphopénie qui affecte principalement le 















                      
 
Figure 2: La déficience en Themis chez le rat LEW affecte les fonctions des LT 
CD4 effecteurs 
(A,C) Analyse de la production d’IL-4, d’IFNγ, d’IL-10 et d’IL-17 par les LT CD4 totaux (A) 
ou naïfs CD62L+ (C) d’origine LEW (blanc) et LEWThemis-/- (gris) stimulés en présence 
d’anti-TCR insolubilisé (1μg/ml)  et d’anti-CD28 soluble (0,2μg/ml) durant 48h. (B) 
Proportions de cellules OX40high et CD62Lhigh parmi les LT CD4 de la rate  des rats LEW 
(n=4) et LEWThemis-/- (n=4) rats. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 
expériences indépendantes. *P≤0.05; ns, non significatif. 
 
















































































La déficience en Themis chez le rat LEW affecte les fonctions des LT CD4 
effecteurs 
 
La stimulation polyclonale in vitro de LT CD4 totaux à l’aide d’anticorps anti-TCR et anti-
CD28 montre que la déficience pour Themis entraîne une augmentation de la production 
d’IL-4, d’IL-10 et d’IL-17 mais n’a pas d’effet sur la production d’IFNγ par les LT CD4 
totaux (Fig. 2A). Dans ces conditions de culture, la prolifération n’est pas modifiée par la 
déficience en Themis (résultats non montrés). L’analyse de l’expression du marqueur 
d’activation OX40 et de l’expression de la L-selectine (CD62L) à la surface des LT CD4 
périphériques montre que chez les rats LEWThemis-/- , les LT CD4 présentent un 
phénotype activé (Fig. 2B). Afin de déterminer si cette modification de la production 
cytokinique provient d’une proportion accrue de cellules mémoires / activées chez les 
rats LEWThemis-/-, les mêmes expériences ont été réalisés à l’aide de LT CD4 naïfs triés 
sur la base de l’expression de CD62L. Dans ces conditions, le profil de production 
cytokinique montre également une augmentation de la production d’IL-4, d’IL-10 et d’IL-
17 (Fig. 2C) alors que la prolifération cellulaire est identique entre les LT CD4 sauvages 
et les déficients pour Themis (résultats non montrés).     
Ces résultats sont à mettre en relation avec les résultats que nous avions obtenus 
précédemment dans le fond génétique BN (Chabod et al., 2012) et Fig. suppl. 2, où 
hormis la production d’IFNγ qui est réduite chez le rat BNThemis-/- et non affectée chez les 
rats LEWThemis-/-, l’absence de Themis entraîne également une augmentation de la 
production d’IL-4, d’IL-10 et d’IL-17. Ainsi, ces résultats montrent que Themis contrôle la 








                  
Figure 3 : La déficience en Themis chez le rat LEW n’affecte pas les fonctions 
suppressives des Tregs 
(A) Proportion de cellules CD25high et Foxp3+ parmi les LT CD4 de la rate des rats LEW 
(n=4) et LEWThemis-/- (n=4). (B) Nombre absolu de LT CD4+ Foxp3+ dans la rate de rats 
LEW et LEWThemis-/-. (C) Analyse du pourcentage de cellules Foxp3+ et (D) niveau 
d’expression de Foxp3 par les cellules Tregs purifiées sur la base de l’expression de 
marqueurs TCR+ CD4+ CD8- CD25bright et utilisés dans les expériences de coculture. (E, 
F) Analyse de la capacité suppressive des Tregs TCR+ CD4+ CD8-CD25bright de rats 
LEW and LEWThemis-/- rats en coculture avec des cellules effectrices d’origine LEW 
marquées au Cell Trace Violet. (E) dotplots représentatifs de la prolifération des cellules 
effectrices en absence de Tregs ou en présence de Tregs LEW ou LEWThemis-/-. Ces 
résultats sont représentatifs de 4 expériences indépendantes. (F) Activité suppressive 
des Tregs LEW et LEWThemis-/-  évaluée à différents rapports Treg/Teff et exprimée en 













































































































La déficience en Themis n’a pas de conséquences pathologiques chez le rat LEW  
Etant donné le développement spontané d’une maladie inflammatoire des intestins chez 
le rat BN déficient pour Themis, un suivi d’une cohorte de rats LEWThemis-/- a été effectué. 
Ces rats ne développent aucun signe clinique apparent. Les différents organes (thyroïde, 
pancréas, testicules, ovaires, estomac, duodénum, jéjunum, iléon, colon, poumons, 
reins, peau, cerveau et cœur) de rats LEWThemis-/- mâles et femelles de 12-15 ou 32-36 
semaines ont été prélevés et analysés en histologie. Une totale absence de lésions 
inflammatoires a été observée dans les différents organes analysés (résultats non 
montrés). Ainsi, contrairement au fond génétique BN, la déficience pour Themis dans le 
fond génétique LEW n’entraîne pas de pathologie spontanée. 
La déficience en Themis chez le rat LEW n’affecte pas les fonctions suppressives 
des Tregs 
Chez les rats BNThemis-/-, la déficience en Themis est associée à un défaut fonctionnel 
des Tregs et au développement d’une maladie inflammatoire de l’intestin. Puisque les 
rats LEWThemis-/- ne développent aucun signes immuno-pathologiques, nous avons 
analysé l’influence de la déficience en Themis sur les Tregs dans le fond génétique 
LEW. Une proportion accrue de LT CD4 exprimant CD25 et Foxp3 est observée chez les 
rats LEWThemis-/- (Fig. 3A). Cependant, le nombre absolu de LT CD4 Foxp3+ est réduit 
chez les rats LEWThemis-/- (Fig. 3B). Des résultats similaires sont observés chez les rats 
BNThemis-/- (Chabod et al., 2012). 
Afin d’évaluer l’impact de la déficience en Themis sur les fonctions suppressives des 
Tregs, les cellules TCR+ CD4+ CD8- CD25bright ont été purifiées en cytométrie de flux. 
L’expression de Foxp3 par les cellules ainsi purifiées a été évaluée. Les pourcentages 
de cellules exprimant Foxp3 sont similaires entre les Tregs des rats LEW et LEWThemis-/- 
(Fig. 3C).  De plus, le niveau d’expression de Foxp3 est similaire entre ces deux 
populations (Fig. 3D). Les études fonctionnelles des Tregs ont donc pu être réalisées. 
Les résultats d’une expérience représentative de coculture sont présentés en Fig. 3E. 
L’ajout de Tregs de rats LEW ou LEWThemis-/- à des lymphocytes effecteurs CD4 
CD45RChigh stimulés in vitro en présence d’anti-CD3 et de CPA irradiées permet une 
inhibition de la prolifération de ces cellules de manière similaire. L’analyse des résultats 
de 4 expériences indépendantes (Fig. 3F) montre des pourcentages d’inhibition de la 
prolifération des effecteurs comparables entre Tregs de rats LEW et LEWThemis-/- et ce, 
quelque soit le rapport Treg/Teff utilisé. Ainsi, contrairement aux résultats observés dans 
le fond génétique BN, la déficience en Themis n’affecte pas les capacités suppressives 





Hypothèse d’un rôle du polymorphisme de Vav1 
 
Les résultats obtenus chez le rat LEWThemis-/- diffèrent de nos précédentes observations 
réalisées chez le rat BN où la déficience en Themis induit un défaut fonctionnel des 
Tregs (Chabod et al., 2012). Ces résultats suggèrent ainsi qu’un ou plusieurs gènes 
seraient impliqués, en synergie avec Themis, dans le contrôle des fonctions 
suppressives des Tregs. 
Parmi les gènes candidats, le polymorphisme du gène Vav1 identifié chez les rats 
LEW/BN apparaît comme un candidat majeur. En effet, Vav1 et Themis interagissent au 
sein du même signalosome proximal du TCR. De plus, le polymorphisme R63W de Vav1 
identifié est responsable chez le rat BN de la réduction de la quantité protéique de Vav1 
et affecte ainsi ces fonctions adaptatrices (Colacios et al., 2011). On peut ainsi proposer 
que la présence de Themis soit requise pour pallier au défaut moléculaire de Vav1 chez 
le rat BN, en exerçant une fonction redondante au sein du signalosome de LAT. 
Afin de tester cette hypothèse et de déterminer la contribution des variants R63 et W63 
de Vav1 dans les différences observées entre les modèles BN et LEW déficients en 
Themis, nous avons utilisé différentes lignées congéniques de fond génétique BN, 
déficientes ou non pour Themis et exprimant l’un ou l’autre des variants de Vav1. Ces 4 
lignées sont décrites dans la figure suppl 3. Brièvement, afin de générer la lignée BfThemis-
/-, de fond génétique BN, exprimant le gène Vav1 d’origine LEW et déficiente pour 
Themis, nous avons utilisé la lignée congénique Bf préalablement générée. Cette lignée, 
de fond génétique BN, contient un intervalle de 117-kb d’origine LEW contenant le gène 
Vav1 (Colacios et al., 2011) (Pedros et al., 2013). Un premier croisement Bf x BNThemis-/- 
a permis d’obtenir des F1 hétérozygotes pour les deux mutations. Ces F1 ont ensuite été 
croisés entre eux pour donner des F2 (F1xF1) chez lesquels nous avons sélectionné les 
animaux portant à l’état homozygote la mutation du gène Themis et les 117-kb 
contenant le polymorphisme de Vav1 afin d’établir la lignée BfThemis-/-. L’analyse de 
l’expression protéique de Themis et de Vav1 (Fig. suppl. 3) confirme que cette lignée est 









        
Figure 4 : La déficience en Themis affecte le développement thymique et les 
fonctions des LT effecteurs indépendamment du variant de Vav1 
(A) Expression des marqueurs CD4 et CD8 par les thymocytes Bf et BfThemis-/-. Le 
pourcentage de CD4SP est indiqué. (B) Nombres absolus de thymocytes totaux et des 
sous-populations DN, DP, CD4SP et CD8SP chez les rats Bf (n=4) et BfThemis-/- (n=4). (C) 
Expression des marqueurs CD4 et CD8 par les LT spléniques des rats Bf et BfThemis-/-de 
la rate. (D) Nombres absolus de splénocytes, LT, LT CD4+, LT CD8+ et LB. Les résultats 
sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. Prolifération cellulaire (E, H) et 
production d’IL-4, d’IFNγ, d’IL-10 et d’IL-17 les LT CD4 totaux (E,F) ou naïfs CD62L+ (H, 
I) d’origine Bf et BfThemis-/- stimulés en présence d’anti-TCR insolubilisé (1μg/ml)  et d’anti-
CD28 soluble (0,2μg/ml) durant 48h. (G) Proportions de cellules OX40high et CD62Lhigh 
parmi les LT CD4 de la rate des rats Bf (n=4) et BfThemis-/- (n=4). Bf, gris foncé, BfThemis-/-, 
gris clair. Résultats représentatifs de 3 expériences indépendantes. *P≤0.05; **p≤0.01, 







































































































































































































La déficience en Themis affecte le développement thymique et les fonctions des 
LT effecteurs indépendamment du variant de Vav1  
 
De manière similaire aux résultats observés dans le fond génétique BN (Chabod et al., 
2012) et LEW (Figs. 1 et 2), la déficience en Themis chez les rats Bf induit également un 
défaut de sélection thymique entrainant une réduction du pourcentage et du nombre 
absolu de CD4SP (Figs.  4A et 4B). En périphérie, une lymphopénie T CD4 est 
également observée chez les rats BfThemis-/- (Figs 4C et 4D). Enfin, l’activation exacerbée 
des LT CD4 périphériques (Fig. 4G), la modification de la production cytokinique des T 
CD4 totaux (Fig. 4F) et naïfs (Fig. 4I) est également retrouvée chez les rats BfThemis-/- par 
rapport aux rats Bf. Ces résultats indiquent que Themis exerce un rôle majeur lors de la 
différenciation thymique des LT CD4 et dans le contrôle de leurs fonctions effectrices. La 
déficience en Themis entraîne en effet une réduction développement thymique des LT 
CD4 et une augmentation de leur production d’IL-4, IL-10 et IL-17 quelque soit le variant 
de Vav1 exprimé. En revanche, l’effet de la déficience pour Themis sur la production 
d’IFNγ dépend du polymorphisme de Vav1. En effet, la production d’IFNγ par les LT CD4 
n’est pas affectée par la déficience en Themis chez les rats LEW et Bf exprimant le 















Figure 5 : L’effet de la déficience pour Themis sur l’homéostasie intestinale 
dépends du variant de Vav1 
 (A) Scores macroscopiques de l’inflammation des intestins chez des rats BN (n=31), Bf 
(n=37), BNThemis-/- (n=37) et BfThemis-/- (n=46) agés de 12 à 16 semaines. Le pourcentage 
d’animaux présentant des scores supérieurs à 1 est indiqué. (B) Scores microscopiques 
de l’inflammation des différentes parties de l’intestin chez les animaux BNThemis-/- 
présentant des lésions macroscopiques et chez des animaux  BfThemis-/- (n=11). (C) 
Activité Myéloperoxydase (MPO) dans les différentes parties de l’intestin chez les 
animaux BNThemis-/- présentant des lésions macroscopiques et chez des animaux   








































































































L’effet de la déficience pour Themis sur le développement de l’inflammation 
intestinale dépends du variant de Vav1 
 
Nous avons par la suite analysé de façon détaillée l’état inflammatoire des intestins des 
animaux BfThemis-/-. Au niveau macroscopique, les rats BfThemis-/- sont protégés du 
développement de l’inflammation intestinale qui survient spontanément chez environ 
50% des animaux BNThemis-/- (Fig. 5A). Ces résultats ont été confirmés par des études 
histologiques réalisées en aveugle (Fig. 5B) ainsi que par le dosage de l’activité 
Myeloperoxidase dans des broyats des différentes parties de l’intestin (Fig. 5C). Ces 
résultats montrent que le polymorphisme de Vav1 contrôle le développement de la 















Figure 6 : L’effet de la déficience pour Themis sur les fonctions suppressives des 
Tregs dépends du variant de Vav1 
(A) Analyse du pourcentage de cellules Foxp3+ et (B) du niveau d’expression de Foxp3 
par les Tregs des différentes lignées purifiées sur la base de l’expression des marqueurs 
TCR+ CD4+ CD8- CD25bright et utilisés dans les expériences de coculture. (C) Analyse de 
la capacité suppressive des Tregs TCR+ CD4+ CD8- CD25bright de rats BN, BNThemis-/-, Bf 
et BfThemis-/- en coculture avec des cellules effectrices d’origine LEW marquées au Cell 
Trace Violet. Les histogrammes sont représentatifs de la prolifération des cellules 
effectrices en absence de Tregs ou en présence de Tregs des différentes lignées. Les 
graphiques montrent l’activité suppressive des Tregs à différents rapports Treg/Teff et 
exprimée en pourcentage d’inhibition de la prolifération des cellules effectrices pour 4 






















































































































L’effet de la déficience en Themis sur les fonctions suppressives des Tregs 
dépend du variant de Vav1 
 
Afin de comprendre comment les rats BfThemis-/- sont protégés du développement de 
l’inflammation intestinale, nous avons analysé la capacité suppressive des Tregs 
déficients ou non pour Themis exprimant le variant de Vav1 d’origine BN (W63) ou LEW 
(R63). Préalablement, la vérification du pourcentage de cellules exprimant Foxp3 (Fig. 
6A) et du niveau d’expression de Foxp3 (Fig. 6B) par les cellules triées a permis de 
valider l’utilisation de Tregs purifiés sur la base de l’expression de CD25bright pour les 
expériences de cocultures in vitro. En effet, plus de 90% des Tregs triés expriment 
Foxp3 et les niveaux d’expression de Foxp3 sont similaires entre les différentes lignées. 
Les expériences de coculture réalisées montrent clairement que la déficience pour 
Themis affecte les capacités régulatrices des Tregs de fond génétique BN (Fig. 6C partie 
gauche) mais n’a pas d’influence sur la fonction suppressive des Tregs Bf qui expriment 
le variant de Vav1 R63 d’origine LEW (Fig. 6C partie droite). Ainsi, il apparaît que 
Themis et Vav1 sont impliqués de manière conjointe dans le maintien des fonctions 
régulatrices des Tregs. En présence d’un variant W63 de Vav1 dont l’activité adaptatrice 
est réduite (BN), la présence de Themis est indispensable au maintien des fonctions des 
Tregs. En revanche, en présence du variant R63 de Vav1, l’absence de Themis n’affecte 
pas la fonction de ces cellules. Ces résultats indiquent que Themis agirait sur une ou 
plusieurs voies, contrôlées par Vav1, et importantes pour la fonction des Tregs 
Ainsi, en absence de Themis, le polymorphisme R63W de Vav1 apparaît un candidat 
majeur pour le contrôle des fonctions des Tregs et de l’homéostasie intestinale. Les 
études en cours, qui seront abordées dans la discussion, consisteront à analyser les 


















Figure suppl. 1 :  
(A) Représentation schématique de l’extrémité du chromosome 1 des rats LEWThemis-/- . 
Les marqueurs microsatellites utilisés pour définir les positions sont représentés. Les 
régions chromosomiques d’origine LEW sont schématisées en blanc, les régions 
d’origine BN en noir. La région d’incertitude est représentée en gris. (B) Analyse par 






















































                 
Fig. suppl. 2 : La déficience en Themis dans le fond génétique BN affecte le profil 
cytokinique des LT effecteurs 
(A,C) Production d’IL-4, d’IFNγ, d’IL-10 et d’IL-17 par les LT CD4 totaux (A) ou naïfs 
CD62L+ (C) d’origine BN et BNThemis-/- stimulés en présence d’anti-TCR insolubilisé 
(1μg/ml)  et d’anti-CD28 soluble (0,2μg/ml) durant 48h. (B) Proportions de cellules 
OX40high et CD62Lhigh parmi les LT CD4 de la rate  des rats BN (n=4) et BNThemis-/- (n=4) 
rats. Résultats représentatifs de 3 expériences indépendantes. *P≤0.05; **p≤0.01, 



























































































Fig. suppl. 3 :  
(A) tableau récapitulatif indiquant, pour chaque lignée de rat utilisée, la présence (+/+) ou 
la déficience (-/-) pour Themis ainsi que le variant de Vav1 exprimé. (B) validation par 
western blot de l’expression de Vav1 et de Themis dans les thymocytes des différentes 






































































Le polymorphisme R63W de Vav1 influence la susceptibilité aux 
manifestations immuno-pathologiques en contrôlant les fonctions 
lymphocytaires T  
 
Les études génétiques réalisées chez le rat ont identifié dans l’extrémité télomérique du 
chromosome 9 une région contenant plusieurs QTL contrôlant la susceptibilité à 
différentes pathologies induites et impliquant le système immunitaire : l’inflammation du 
système nerveux central (Eae4) (Dahlman et al., 1999), l’arthrite induite par 
immunisation avec le collagène (Cia15) (Furuya et al., 2000) et les manifestations 
allergiques induites par les sels de métaux lourds (Iresp3) (Mas et al., 2004). Cette 
même région contrôle également le niveau d’expression de la molécule CD45RC à la 
surface des lymphocytes T (Cdexp1) (Subra et al., 2001; Xystrakis et al., 2004b). Or, 
l’expression de CD45RC définit deux sous populations fonctionnellement distinctes : la 
population CD45RChigh contient les LT CD4 naïfs responsables des réponses immunes 
pathologiques tandis que la population CD45RClow est enrichie en cellules mémoires 
(Powrie and Mason, 1989) (Bell et al., 1998) (Bell et al., 2001) et régulatrices Foxp3+ 
(Colacios et al., 2011). Ainsi, ces résultats suggèrent que cette région contient un gène 
ou un cluster de gènes qui contrôle la susceptibilité aux désordres immuno-
pathologiques via le contrôle des fonctions des lymphocytes T. 
Dans le modèle de l’inflammation du système nerveux central, les études de dissection 
génétique réalisées par mon équipe d’accueil ont suggéré que le gène Vav1 est 
responsable du contrôle de la susceptibilité à l’EAE au sein du locus Eae4 (Jagodic et 
al., 2009). En effet, à l’aide de lignées congéniques, le locus Eae4 a été localisé dans un 
intervalle de 1 cM. Ce locus contrôle la production d’IFNγ et de TNF par les LT 
encéphalitogènes. Au sein de cet intervalle de 1cM, la carte haplotypique analysant la 
production de TNF chez huit souches de rat ainsi que chez une lignée congénique a 
permis de réduire l’intervalle Eae4 à 117-kb, contenant seulement 4 gènes, C3, Gpr108, 
Trip10 et Vav1. L’étude de l’expression des transcrits de ces gènes montre des niveaux 
d’expression similaires entre les souches parentales et la lignée congénique. Le 
séquençage des régions exoniques de ces gènes a révélé l’existence de plusieurs 
polymorphismes (SNP) dans cette région. Deux polymorphismes non-synonymes sont 
retrouvés dans le premier exon de Vav1 (R63W) et le 32ème exon du gène C3. Cette 
étude haplotypique a permis d’associer le polymorphisme R63W de Vav1 à la production 
de cytokine inflammatoires expliquant la différence de susceptibilité à l’EAE entre les 





Au cours de ma thèse, à l’aide de lignées congéniques développées au laboratoire, j’ai 
montré que cet intervalle de 117-kb contrôle également les désordres immuno-
pathologiques induits par exposition aux sels de métaux lourds comme les sels d’or et 
les sels de mercure, les niveaux d’expression de CD45RC par les LT (locus Cdexp1) 
ainsi que le développement des LT CD4 régulateurs Foxp3+ (locus Fort1). Au sein cette 
région de 117-kb, l’implication du polymorphisme du C3 dans la résistance aux 
manifestations pathologiques induites par les sels de métaux lourds est peu probable. 
En effet, il a été montré par l’utilisation de chimères hématopoïétiques que la différence 
de susceptibilité aux désordres immunologiques induits par injection des métaux lourds 
est intrinsèque aux cellules hématopoïétiques or, le complément est majoritairement 
produit par le foie. De plus, des travaux antérieurs ont montré que la déplétion in vivo du 
complément n’influait pas sur le développement de la réponse IgE aux sels de mercure 
(Capron et al., 1982) (Cauvi et al., 2012). Ainsi, le polymorphisme R63W du gène Vav1 
est un candidat majeur dans le contrôle de cette pathologie médiée par les LT CD4 de 
type Th2.  
 
Récemment, la démonstration directe de l’implication du variant R63W de Vav1 dans la 
susceptibilité à l’EAE a été apportée grâce à la génération d’une souris Knock-In (KI) 
exprimant le variant W63 de Vav1 (KI Vav1W63). En effet, ces souris sont résistantes à 
l’EAE induite par immunisation avec le peptide MOG35-55, une pathologie auto-immune 
impliquant les cytokines Th1 et Th17. (Kassem et al. en préparation). De plus, les 
résultats préliminaires du laboratoire suggèrent que les souris KI Vav1W63 sont plus 
sensibles aux manifestations allergiques induites par sensibilisation à l’ovalbumine, 
impliquant une réponse de type Th2. En accord avec ces résultats, l’étude des souris KI 
Vav1W63 montre que les variants de Vav1 contrôlent le profil cytokinique des 
lymphocytes T CD4. En effet, les LT CD4 des souris KI Vav1W63 produisent plus de 
cytokines Th2 au détriment des cytokines Th1 et Th17. Ainsi, le polymorphisme R63W 
de Vav1 est responsable du contrôle de la susceptibilité aux pathologies médiées par le 
système immunitaire en contrôlant les fonctions lymphocytaires, plus particulièrement la 







Effet du polymorphisme R63W sur les fonctions de Vav1 
Le polymorphisme de Vav1 observé entre les souches BN et LEW est une substitution 
d’une arginine (R) chez le rat LEW, par un tryptophane (W) chez le rat BN, en position 
63. Ce polymorphisme est présent au sein du domaine CH de Vav1 qui interagit avec le 
domaine C1 pour maintenir Vav1 en conformation inactive, fermée. La modélisation in 
silico de l’effet du polymorphisme R63W sur la structure du domaine CH a été réalisée. 
Elle montre un changement d’orientation de la chaîne latérale de l’acide aminé muté : 
Chez le rat LEW, la chaîne latérale de l’arginine en position 63 (R63) est orientée vers 
l’intérieur du domaine, favorisant la création d’une liaison électrostatique avec la chaîne 
latérale de l’aspartate 39. En revanche, chez le rat BN, le tryptophane en position 63 
(W63) est orienté vers l’extérieur du domaine et peut ainsi déstabiliser sa structure. Le 
domaine CH étant responsable de l’interaction avec le domaine C1 qui maintient Vav1 
en conformation fermée et inactive, cette variation d’un seul acide aminé peut entraîner 
d’importantes répercussions sur la conformation de la protéine entière, affectant son 
activité et sa stabilité. 
 
 
Figure 14 : Modélisation in silico de l’effet du polymorphisme R63W sur la 
structure du domaine CH de Vav1.  
L’arginine en position 63 (R63) permet l’établissement d’une liaison électrostatique avec 
l’aspartate 39. La substitution de cette arginine en tryptophane (W63) déstabilise cette 










Les études du laboratoire ont mis en évidence que le polymorphisme R63W de Vav1 est 
associé à une faible expression protéique de Vav1 par les LT mais également les LB et 
les macrophages. Cette différence d’expression est également observée dans la moelle 
osseuse et dès le stade DN du développement thymique, indiquant une régulation 
précoce des niveaux d’expression de la protéine, indépendante de l’activation ou du type 
cellulaire. Enfin, cette différence de niveau d’expression est également observée après 
transfection de cellules HEK293, qui n’expriment pas de Vav1 endogène, par des 
plasmides codant pour le Vav1 humain sauvage (R63) ou des plasmides codant pour le 
variant W63 de Vav1. Dans ces expériences, l’expression protéique de Vav1 est 
diminuée de 3 à 4 fois malgré une expression similaire des ARNm codant pour les 
variants R63 ou W63 de Vav1. Ces résultats indiquent une régulation post-
traductionnelle du niveau d’expression du variant W63 de Vav1. Cette réduction de 
l’expression protéique de Vav1 chez les cellules exprimant le variant W63 est associée à 
une réduction du flux calcique induit après engagement du TCR. Vav1 exerce deux 
fonctions majeures : une fonction enzymatique (GEF) et une fonction de molécule 
adaptatrice (Tybulewicz, 2005). Or, l’activité enzymatique de Vav1 n’est pas requise 
pour l’induction de la réponse calcique (Saveliev et al., 2009), indiquant que la réduction 
du niveau d’expression de Vav1 entraîne un défaut de la fonction adaptatrice du variant 
W63 responsable de la diminution du flux calcique. De plus, l’activation de la voie ERK 
est également significativement réduite par le variant W63 (Gaud G. et al, article en 
préparation), confirmant l’altération la fonction adaptatrice de ce variant de Vav1. 
Associé à son expression réduite, le variant W63 de Vav1 est hyper-phosphorylé de 
manière constitutive. Cette hyper-phosphorylation est conservée après engagement du 
TCR et activation de Vav1. Elle est associée à une activité GEF normale, voir 
augmentée. Ainsi, l’activation de la RhoGTPase RhoA est similaire dans les LT CD4 
exprimant le variant W63 ou R63 de Vav1 et l’activation de Rac1 est même augmentée 
en présence du variant W63 de Vav1. Il semble ainsi que malgré la diminution 
quantitative de Vav1, son activation accrue permette le maintien d’une fonction GEF 
similaire. Toutefois, les voies JNK, p38 et Akt, dépendantes de l’activité GEF de Vav1 
(Ksionda et al., 2012; Saveliev et al., 2009; Tybulewicz, 2005) devront être analysées 
avec attention afin de conclure quant à une activité GEF inchangée en présence du 
variant W63.   
Les raisons de l‘expression protéique diminuée du variant W63 de Vav1 sont inconnues 
à ce jour. Elle pourrait être la conséquence d’une augmentation de la dégradation de la 
protéine due à son activation constitutive. Une activité exacerbée du variant Vav1W63, de 
par sa conformation ouverte favorisée par le polymorphisme qui déstabilise le domaine 




Parmi les régulateurs négatifs de l’activité de Vav1, l’ubiquitine ligase Cbl-b s’associe en 
effet à Vav1 après engagement du TCR et entraîne l’ubiquitinylation et la dégradation de 
Vav1 phosphorylé, permettant ainsi l’arrêt du signal (Miura-Shimura et al., 2003). 
SOCS1 est également un régulateur négatif de Vav1 qui induit sa dégradation en 
interagissant avec la partie N-terminale de Vav1 de manière indépendante de la 
phosphorylation de Vav1, entraînant sa poly-ubiquitination (De Sepulveda et al., 2000). 
Comme suggéré par la modélisation in silico de la structure du domaine CH de Vav1, le 
polymorphisme R63W pourrait modifier la conformation de la partie N-terminale du 
variant Vav1W63 et ainsi favoriser son interaction avec ce régulateur négatif et sa 
dégradation. Afin de déterminer les mécanismes responsables des niveaux protéiques 
diminués du variant Vav1W63, l’étude de l’ubiquitinylation de Vav1 et de l’interaction des 
différents variants de Vav1 avec SOCS1 et Cbl-b pourrait être réalisée. 
 
Influence du polymorphisme R63W de Vav1 sur la balance Th1/Th2 
Nous avons démontré que les loci Cdexp1 (expression de CD45RC) et Iresp3 (réponse 
aux sels de métaux lourds) co-localisent au sein du même intervalle de 117-kb et 
analysé la relation fonctionnelle entre ces deux phénotypes. La résistance à la maladie 
mercurielle des rats LEW et des rats BN congéniques pour la région de 117-kb d‘origine 
LEW portant le variant Vav1R63 est associée à des rapports CD45RChigh/low élevés. 
Cependant, nos résultats montrent que le transfert de LT CD4 CD45RChigh d’origine BN 
(Vav1W63, sensibles) augmente la réponse aux sels de mercure tandis que le transfert du 
même nombre de ces cellules d’origine Bf (Vav1R63, résistants) l’inhibe. Ainsi, cet 
intervalle contrôle non seulement la proportion de LT CD4 CD45RChigh mais également 
la capacité de ces cellules à induire les manifestations pathologiques en réponse aux 
sels de mercure.  
Cet effet fonctionnel in vivo est associé à une modification de la production cytokinique 
in vitro. En effet, après stimulation polyclonale, les LT CD4 CD45RChigh des rats 
sensibles, exprimant le variant W63, présentent une production d’IL-4 augmentée et une 
production d’IFNγ diminuée. Ce rôle du polymorphisme R63W de Vav1 dans le contrôle 
de la balance Th1/Th2 a également été démontré dans le modèle de l’EAE. En effet, 
dans le fond génétique LEW, l’introduction du variant Vav1W63 d’origine BN permet de 
contrôler la susceptibilité à l’EAE en réduisant la production des cytokines Th1 comme 
l’IFNγ et le TNF par les LT CD4 encéphalitogènes (Jagodic et al., 2009).  
Les rats BN, sensibles aux désordres immunologiques Th2 induits par les sels de 




expriment le variant Vav1R63. L’introduction du variant R63 de Vav1 chez les rats BN les 
rends résistants aux pathologies de type 2 tandis que, réciproquement, l’introduction du 
variant W63 chez les rats LEW les rends résistants aux pathologies médiées par les 
Th1. Ainsi, le contrôle de la balance Th1 / Th2 par le polymorphisme R63W de Vav1 
permettrait de conférer une résistance ou sensibilité aux pathologies médiées par les 
Th1 (EAE) ou les Th2 (sels de mercure). 
La différenciation préférentielle en Th2 observée in vitro en présence du variant Vav1W63 
est associée à un défaut de signalisation via le TCR, comme en témoigne la réduction 
de l’activité ERK ainsi que la réduction du flux calcique. En accord avec nos résultats, la 
perturbation du signalosome proximal du TCR affecte en effet la balance Th1 / Th2. La 
déficience pour la PLCγ réduit la production d’IFNγ par les LT CD4 (Fu et al., 2010) et la 
mutation Y136F de LAT abolissant sa liaison à la PLCγ entraîne une différenciation Th2 
exacerbée (Aguado et al., 2002) tandis qu’une forte activité de la voie ERK l’inhibe 
(Yamane et al., 2005). En revanche, il a été montré que l’activation du flux calcique est 
nécessaire pour permettre l’activation de NFAT lors de la différenciation Th2. En effet, 
l’inhibition de la Calcineurine ou la déficience pour ITK entraînent un défaut de Ca2+ et 
inhibent la différenciation Th2 (Miller et al., 2004; Yamashita et al., 2000). Ces derniers 
résultats sont contradictoires avec la différenciation Th2 accrue observée en présence 
du variant Vav1W63, qui induit une diminution du flux calcique. Etant donné que la baisse 
de la signalisation ERK et la baisse du flux calcique, observées conjointement en 
présence du polymorphisme W63 de Vav1, exercent des effets opposés sur l’induction 
des Th2, on peut penser que la réduction de l’activité de ERK exerce un effet dominant 
et favorise la différenciation Th2 au détriment de la différenciation Th1 malgré la baisse 
de flux calcique. L’activation soutenue de la voie ERK est en effet indispensable à la 
différenciation Th1 (Yamane et al., 2005), antagoniste de la différenciation Th2 tandis 
que l’inhibition de la Calcineurine ne réduit que faiblement la différenciation Th1 
(Yamashita et al., 2000). Cette hypothèse d’une régulation de la balance Th1 / Th2 par 
un « interplay » entre la voie ERK et la voie calcique pourrait être vérifiée in vitro, en 
comparant l’effet d’inhibiteurs de ERK et de la voie calcique, utilisés seuls ou en 
combinaison, sur la polarisation Th1 et Th2 des LT CD4. Enfin, Vav1 peut se localiser 
dans le noyau et participer à la formation des complexes de transcription NFAT et AP-1 
dans le noyau (Houlard et al., 2002) ou à la production d’IL-2 (Blanchet et al., 2005). Au 
delà de l’impact sur la signalisation du TCR, un rôle du polymorphisme R63W affectant 
la capacité de Vav1 à réguler l’expression de gènes importants pour la différenciation 





Influence du polymorphisme R63W de Vav1 sur le contrôle de 
l’expression de CD45RC 
Nos résultats ont montré que la résistance aux désordres immuno-pathologiques de type 
2 est liée à la capacité de ces cellules à produire des cytokines et non à une proportion 
accrue de CD45RChigh observée en présence du variant Vav1R63. Les mécanismes par 
lesquels le polymorphisme R63W de Vav1 pourrait influencer les proportions des sous-
populations lymphocytaires T CD4 CD45RChigh et CD45RClow sont inconnus et ce 
paragraphe propose une hypothèse basée sur nos connaissances acquises récemment 
dans le laboratoire.   
Lors de la sélection thymique, la réduction du flux calcique est essentielle pour la 
sélection positive (Neilson et al., 2004) alors que l’activation soutenue de la voie ERK, 
permet la sélection négative (Daniels et al., 2006; Werlen et al., 2000). Ces résultats 
suggèrent que le variant W63 qui affecte le signal calcique ainsi que la voie ERK pourrait 
affecter la sélection thymique et modifier ainsi le répertoire lymphocytaire T. En effet, 
chez la souris KI exprimant le variant Vav1W63, un défaut de développement thymique 
est observé ; le nombre de cellules DP, CD4SP et CD8SP est réduit (Kassem S. et al, 
article en préparation). L’implication du polymorphisme R63W de Vav1 dans la sélection 
négative a été étudiée à l’aide de souris H-Y. Les souris H-Y expriment un TCR 
spécifique de l’antigène Y, exprimé uniquement chez les males. Ainsi, chez les males, 
ces cellules doivent être éliminées par sélection négative. Chez les souris Vav1W63/H-Y, 
le nombre de LT spécifiques de H-Y est augmenté par rapport aux souris Vav1R63/H-Y, 
indiquant un défaut de sélection négative. La sélection positive est étudiée chez les 
souris OT-II présentant un TCR reconnaissant l’antigène OVA, non exprimé de manière 
endogène. Les premiers résultats obtenus montrent une diminution du pourcentage de 
cellules exprimant le TCR OT-II dans le sang chez les souris KI Vav1W63, suggérant 
également un défaut de sélection positive (Kassem S. et al, article en préparation). Ainsi, 
un défaut de signalisation du TCR en présence du variant W63 de Vav1 entraînerait la 
sélection positive de cellules auto-spécifiques, qui ne seraient pas éliminées 
normalement lors de la sélection négative. Une fois en périphérie, la reconnaissance de 
l’antigène dont elles sont spécifiques entraînerait leur activation chronique et ainsi la 
baisse de l’expression de CD45RC. En effet, le niveau d’expression de CD45RC est 
diminué suite à une activation via le TCR (Bell et al., 1998; Powrie and Mason, 1989). 
Ce mécanisme pourrait être à l’origine des proportions accrues de cellules CD45RClow 
observées en présence du variant Vav1W63. 
Si un effet de la modification du répertoire dans la susceptibilité différentielle aux sels de 




polymorphisme R63W de Vav1 dans la susceptibilité / résistance par un effet sur la 
régulation de la polarisation Th1/Th2 des LT CD4. En effet, le transfert de LT CD4 
CD45RChigh d’origine Bf (Vav1R63, résistants) exerce un effet régulateur sur le 
développement de la réponse IgE aux sels de mercure. De plus, l’impact du 
polymorphisme R63W de Vav1 sur la polarisation Th1/Th2 est également observé in 
vitro, lors de stimulations polyclonales où l’implication de la spécificité du répertoire est 
neutralisée. 
 
Influence du polymorphisme R63W de Vav1 sur le développement des 
Tregs 
Notre équipe a montré que le même intervalle de 117-kb contrôle également la 
proportion de LT CD4 régulateurs Foxp3+ (locus Fort1). Ainsi, les rats BN (Vav1W63), 
sensibles au développement des manifestations induites par les sels de mercure, 
présentent une proportion accrue de Tregs Foxp3 par rapport aux rats LEW (Vav1R63) ou 
aux rats Bf, congéniques pour les 117-kb d’origine LEW portant le variant Vav1R63. 
L’implication de ces cellules régulatrices dans la susceptibilité / résistance aux désordres 
immunologiques induits par les sels de métaux lourds semble ainsi peu probable. En 
effet, l’injection des LT CD4 CD45RClow d’origine BN ou Bf, contenant ces cellules 
régulatrices, n’a pas d’effet protecteur sur le développement de la pathologie. De plus, in 
vitro, les Tregs exprimant le variant de Vav1R63 ou Vav1W63 présentent des capacités 
suppressives similaires. En revanche, dans le modèle EAE, les rats LEW, sensibles au 
développement de l’EAE, présentent une proportion de Tregs réduite par rapport aux 
rats LEW congéniques portant le variant W63. L’implication de cette proportion accrue 
de Tregs dans la résistance à l’EAE reste à élucider. De plus, étant donné le rôle du 
polymorphisme de Vav1 dans la polarisation Th1/Th2, ce polymorphisme pourrait 
également affecter l’expression, par les Tregs, des facteurs de transcription spécifiques 
permettant la génération de différentes sous-populations de Tregs capables de réguler 
spécifiquement les réponses Th1, Th2 et Th17. Le polymorphisme R63W de Vav1 
pourrait ainsi participer au contrôle de la susceptibilité à l’EAE en affectant les 
proportions de Tregs et/ou leurs fonctions.  
La signalisation via le TCR joue un rôle crucial dans le développement thymique des 
lymphocytes T régulateurs. En effet, la mutation Y136F de LAT, empêchant la fixation de 
la PLCγ et réduisant la force du signal TCR, induit un défaut de génération thymique des 
Tregs alors que le développement des Teff est en partie conservé (Koonpaew et al., 
2006). Enfin, une fréquence de Tregs accrue est observée chez les souris déficientes 




est absent (Carter et al., 2005). L’activation de NFAT en réponse au flux calcique et 
l’activation de NF-κB par la voie de la PKCθ et le complexe IKK joue un rôle important 
dans la génération des Tregs. L’activation de la voie ERK peut exercer un rétrocontrôle 
négatif sur la signalisation proximale du TCR en inhibant l’activation de LAT (Matsuda et 
al., 2004). Elle peut également participer à l’activation de mTORC1, réguler positivement 
l’activation de la voie Akt (Le Borgne et al., 2013) et inhiber la transduction du signal en 
aval de l’IL-2 (Lee et al., 1999). Ainsi, une activité réduite de la voie ERK en présence du 
variant Vav1W63 pourrait contribuer à la génération des Tregs par plusieurs mécanismes : 
en augmentant la force du signal via la réduction du feedback sur LAT, en réduisant 
l’activation de la voie Akt et en augmentant  la sensibilité à l’IL-2. Une hyper-
phosphorylation de LAT a en effet été observée en présence du variant Vav1W63 (Gaud 
G. et al, article en préparation). L’effet de la réduction de la voie ERK sur la voie Akt et la 
sensibilité à l’IL-2 reste à analyser dans ce modèle. De manière similaire à l’effet sur la 
différenciation Th1 / Th2, la réduction du flux calcique observée dans les cellules 
exprimant le variant Vav1W63 semble contradictoire avec une génération accrue de 
nTregs. Cependant, un « interplay » entre ces deux voies, similaire à celui proposé pour 
expliquer l’impact du polymorphisme sur la différenciation Th1 / Th2, pourrait permettre 
une génération de nTregs accrue en présence d’une activité diminuée de ERK malgré 















Découverte de Themis, un nouveau partenaire de la signalisation 
proximale du TCR, pour son rôle dans la sélection thymique 
En 2009, chez la souris, plusieurs études indépendantes ont pour la première fois 
identifié Themis (Thymocyte Expressed Molecule Involved in Selection) pour son 
implication dans le développement thymique des LT (Fu et al., 2009; Johnson et al., 
2009; Kakugawa et al., 2009; Lesourne et al., 2009; Patrick et al., 2009). En effet, les 
souris déficientes pour Themis présentent une lymphopénie affectant les compartiments 
lymphocytaires T CD4 et CD8, le compartiment CD4 étant majoritairement affecté. Cette 
lymphopénie prend origine dans le thymus où la déficience pour Themis affecte à la fois 
la sélection positive et négative. Au même moment, nous avons identifié dans notre 
colonie de rats BN une mutation spontanée du gène Themis responsable d’une 
lymphopénie T CD4 causée par un défaut de sélection thymique (Chabod et al., 2012).  
Themis est fortement exprimé par les thymocytes. Cette protéine est également 
exprimée, plus faiblement, par les LT périphériques. Themis est phosphorylée 
rapidement après engagement du TCR et intervient dans la signalisation proximale du 
TCR (Brockmeyer et al., 2011; Fu et al., 2009; Paster et al., 2013). Le rôle de Themis au 
sein du complexe de signalisation proximal du TCR reste mal compris. L’analyse de la 
séquence de la protéine montre l’absence de domaines caractéristiques d’activité 
enzymatique, suggérant que la fonction majeure de Themis soit une fonction adaptatrice. 
La fonction majeure de Themis proposée actuellement serait ainsi de stabiliser le 
complexe de signalisation et ainsi de permettre le maintien du signal aboutissant à 
l’activation de Ras. Nous savons aujourd’hui que Themis est associé constitutivement à 
Grb2 (Brockmeyer et al., 2011; Patrick et al., 2009). Après engagement du TCR, Themis 
est phosphorylée par Lck et Zap-70 (Lesourne et al., 2012; Paster et al., 2013). Cette 
activation permet son recrutement au niveau de LAT de manière dépendante de son 
association avec Grb2 (Brockmeyer et al., 2011; Paster et al., 2013). Ainsi, Themis fait 
partie du complexe de signalisation proximal du TCR impliquant LAT, PLCγ, ITK, Grb2 et 
Vav1.  
 
Le rôle de Themis comme régulateur positif ou négatif de la signalisation de TCR est 
très débattu actuellement. Cependant, les travaux publiés à ce jour sont en faveur de 
l’implication de Themis comme régulateur positif de la signalisation du TCR. En effet, il a 
été montré, en absence de Themis, une diminution de la voie ERK, de la translocation 
nucléaire de NFAT / AP-1 et de la production d’IL-2 (Brockmeyer et al., 2011; Lesourne 




déficience en Themis (Brockmeyer et al., 2011). Une faible diminution du flux calcique a 
été observée chez les thymocytes DP déficients pour Themis (Fu et al., 2009). 
Cependant, ces différences ne sont pas observées dans d’autres études (Johnson et al., 
2009; Lesourne et al., 2009; Patrick et al., 2009). Ceci pourrait s’expliquer par les 
différences des systèmes de stimulations lymphocytaires. En effet, en l’absence de 
Themis, le défaut de signalisation par le TCR est subtile et peut être masqué par une 
forte stimulation. Ainsi, in vivo, l’injection d’un anticorps anti-TCR restore la 
différenciation thymique des CD4 SP (Lesourne et al., 2009) et in vitro, l’emploi de fortes 
doses d’anticorps lors des stimulations masque l’effet de la déficience en Themis sur 
l’activation de la voie ERK (Brockmeyer et al., 2011). 
Ces données sur le rôle de Themis dans la signalisation du TCR sont en accord avec les 
connaissances sur le rôle de la voie ERK au cours de la différenciation thymique des LT. 
La réduction de l’activité de la voie ERK en absence de Themis pourrait expliquer la 
réduction du signal et le défaut de sélection positive. De plus, en accord avec le modèle 
de choix du lignage CD4 / CD8 lors de la sélection thymique, le rôle positif de Themis 
dans le signal TCR corrèle avec l’observation que la lymphopénie affecte 
préférentiellement les LT CD4, qui requièrent un signal plus soutenu pour leur 
génération thymique que les CD8 (Singer et al., 2008). 
 
Themis et Vav1 coopèrent pour maintenir l’homéostasie du 
système immunitaire 
 
Chez le rat BN, la déficience en Themis entraîne le développement spontané d’une 
maladie inflammatoire des intestins. Cette pathologie est associée à une activation des 
LT effecteurs et une modification de leur production de cytokines vers un profil Th2 et 
Th17. De plus, chez le rat BN, la déficience en Themis impacte sur la fonction 
suppressive des Tregs. Le transfert de Tregs BN à des receveurs BN déficients pour 
Themis permet de prévenir l’apparition de la pathologie intestinale, suggérant que le 
défaut de la fonction régulatrice observé est responsable de l’apparition des symptômes 
inflammatoires. Ce défaut de fonction régulatrice des Tregs a été observé à partir de 
Tregs thymiques et périphériques, purifiés à 6 semaines, avant le développement des 
premiers signes inflammatoires chez ces animaux (Chabod et al., 2012). Ainsi, ces 
résultats suggèrent que le défaut de fonction régulatrice est intrinsèque aux Tregs et non 




conditions inflammatoires. Ce défaut de fonction régulatrice des Tregs prédispose au 
développement de la maladie inflammatoire des intestins. 
De manière opposée aux résultats observés chez les rats BN, la déficience pour Themis 
dans le fond génétique LEW n’induit le développement d’aucune pathologie. Aucun 
signe pathologique n’a été observé lors du suivi clinique de cohortes de rats LEW et 
LEWThemis-/-. De plus, les analyses histologiques des différents organes réalisées à 12 et 
35 semaines chez des rats males et femelles n’ont révélé aucune infiltration 
inflammatoire notable. Les analyses fonctionnelles des Tregs réalisées comme 
précédemment chez le rat BN, dans des systèmes de coculture in vitro, ont montré que 
chez le rat LEW déficient pour Themis, ces cellules sont fonctionnelles. En revanche, de 
façon similaire aux observations réalisées chez les rats BN déficients pour Themis, les 
rats LEWThemis-/- présentent une lymphopénie affectant particulièrement le compartiment 
T CD4. De plus, ces LT CD4 présentent également un phénotype activé et une capacité 
accrue à produire des cytokines Th2 et Th17. Ces résultats confortent notre hypothèse 
initiale qui liait, chez le rat BN déficient pour Themis, le défaut de Tregs à un défaut de 
signalisation du TCR intrinsèque aux Tregs. En effet, chez les rats LEW déficients pour 
Themis, les Tregs périphériques sont dans un environnement lymphopénique en 
présence d’effecteurs activés et conservent néanmoins leurs fonctions. De plus, ces 
résultats démontrent l’association du défaut fonctionnel des Tregs et du développement 
de la pathologie intestinale.  
Parmi les facteurs génétiques pouvant expliquer la différence de fonction observée entre 
les Tregs BN et LEW déficients pour Themis, le polymorphisme de R63W de Vav1 est 
un candidat majeur. En effet, Themis et Vav1 font tous deux partie du signalosome de 
LAT. Afin de vérifier l’implication de ce polymorphisme, nous avons généré des rats de 
fond génétique BN, déficients pour Themis portant l’un ou l’autre des variants de Vav1. 
Chez ces animaux de fond génétique BN déficients pour Themis, la présence du variant 
Vav1R63 d’origine LEW permet de restaurer les fonctions suppressives des Tregs et de 
prévenir le développement de l’inflammation intestinale. Ces résultats montrent, de façon 
inédite, que la coopération entre Themis et Vav1 est essentielle pour les fonctions 
suppressives des Tregs et le maintien de l’homéostasie intestinale. En accord avec ces 
résultats, nous avons montré que chez la souris C57BL/6 déficiente pour Themis et 
exprimant, comme le rat LEW, le variant Vav1R63, les Tregs sont fonctionnels (résultats 
non montrés, en collaboration avec R. Lesourne). On peut alors supposer que 
l’introduction du polymorphisme W63 de Vav1 chez les souris déficientes pour Themis 
entraînerait un défaut de la fonction régulatrice des Tregs. Afin de vérifier cette 
hypothèse, les croisements entre les souris KI Vav1W63 et les souris déficientes pour 




Les mécanismes impliqués dans le défaut fonctionnel des T régulateurs BN Vav1W63 
déficients pour Themis restent à déterminer. En effet, malgré leur incapacité à contrôler 
la prolifération des effecteurs, ces Tregs présentent des niveaux d’expression de Foxp3 
et de CD25 similaires aux Tregs des autres lignées. La modification de la signalisation 
du TCR peut influer les fonctions suppressives des Tregs en périphérie, mais également 
affecter la mise en place des modifications épigénétiques essentielles à l’acquisition de 
leur phénotype régulateur lors de leur génération thymique. Deux hypothèses pourraient 
ainsi expliquer le défaut fonctionnel des Tregs :  
-  La première implique un rôle direct de la modification de la signalisation Themis / 
Vav1 au sein des Tregs périphériques, pour permettre la mise en place des voies de 
signalisations essentielles à la fonction de ces cellules. Une signalisation réduite pourrait 
en effet affecter leur activation, leur survie, l’expression des molécules nécessaire à la 
migration tissulaire ou l’expression des molécules suppressives. Cette hypothèse 
pourrait être vérifiée en analysant la fonction des Tregs BN (Vav1W63) dans un contexte 
où Themis serait exprimé durant le développement thymique uniquement et invalidé en 
périphérie. Ce modèle de déficience pour Themis pourrait être généré à l’aide d’un 
système Cre-lox utilisant un gène exprimé uniquement après le développement 
thymique.  
-  La seconde hypothèse suggère que le défaut de fonction des Tregs prend son 
origine dans le thymus où une signalisation défectueuse lors de la génération des Tregs 
ne permettrait pas de mettre en place les modifications épigénétiques essentielles à la 
fonction des Tregs. En effet, l’expression du facteur de transcription Foxp3 ne suffit pas 
pour conférer à ces cellules des capacités régulatrices complètes. Les modifications 
épigénétiques acquises durant le développement thymique jouent un rôle essentiel dans 
l’acquisition par les Tregs Foxp3+ d’un phénotype régulateur complet et stable (Floess et 
al., 2007; Ohkura et al., 2012; Samstein et al., 2012a ; Schmidl et al., 2009 ). La force de 
la signalisation via le TCR lors de la différenciation thymique des Tregs conditionnerait 
l’établissement du profil de méthylation/déméthylation des Tregs (Ohkura et al., 2012). 
Ainsi, la modification du signalosome proximal impliquant Themis / Vav1, en affectant le 
signal reçu via le TCR, pourrait impacter sur la fonction des Tregs en ne permettant pas 
l’activation ou la mise sous silence de régions géniques clefs. 
Ces deux hypothèses ne sont pas mutuellement exclusives et il est envisageable que le 
défaut fonctionnel des Tregs observé chez les rats BNThemis-/-  (Vav1W63) résulte à la fois 
de la modification des voies de signalisation au niveau thymique et en périphérie. 
Cependant, sous le contrôle de Foxp3, l’expression de Themis est diminuée dans les 




contrôle des fonctions des Tregs par son action en périphérie apparaît moins probable, 
favorisant l’hypothèse d’un défaut acquis lors de la génération thymique des Tregs. 
Les travaux en cours consistent à analyser l’effet de la déficience pour Themis associée 
au polymorphisme W63 de Vav1 sur l’expression par les Tregs des molécules clef pour 
les fonctions suppressives des Tregs. En parallèle, et afin de déterminer le rôle de la 
modification du signalosome Themis / Vav1 dans la stabilité du lignage T régulateur, la 
signature épigénétique des Tregs et l’expression des facteurs de transcription et 
cytokines caractéristiques des sous populations T effectrices seront analysés, après 
stimulation des Tregs en conditions neutres ou polarisantes. Les résultats préliminaires 




















Rôle de Themis et Vav1 dans le contrôle des fonctions 
lymphocytaires 
 
Une production accrue de cytokines Th2 par les LT CD4 naïfs est observée en absence 
de Themis ainsi qu’en présence du variant Vav1W63. De plus, l’association de la 
déficience pour Themis et du variant Vav1W63 exerce un effet cumulatif, exacerbant la 
production d’IL-4. Cette association de la déficience pour Themis et du variant W63 de 
Vav1 entraîne également un défaut fonctionnel des T régulateurs lié au développement 
d’une pathologie intestinale. Ces résultats suggèrent qu’une interaction ou inter-
régulation défectueuse entre ces deux molécules de signalisation proximale du TCR 
régulerait les mêmes voies impliquées à la fois dans la différenciation Th2 et les 
fonctions des Tregs. Nous savons que les cellules exprimant le variant Vav1W63, dont la 
capacité adaptatrice est défectueuse, présentent une activation réduite de la voie ERK. 
De plus, il a été montré que Themis pourrait contrôler positivement cette même voie 
(Brockmeyer et al., 2011) ainsi qu’affecter l’activation de Vav1 (Lesourne et al., 2012). 
Sachant que ces deux molécules interagissent au sein du même signalosome, Themis 
pourrait exercer une régulation positive de la voie ERK de manière indépendante de 
Vav1 mais également favoriser le recrutement de Vav1 au sein du signalosome de LAT, 
son activation ou encore le maintien de son activité et permettre ainsi le renforcement de 
la signalisation Vav1 dépendante aboutissant à l’activation de ERK. Les connaissances 
actuelles permettent de formuler l’hypothèse qu’une régulation conjointe de la voie ERK 
par Vav1 et Themis soit impliquée dans la réponse Th2 et les fonctions des Tregs. 
L’activation de la voie ERK inhibe en effet l’expression de GATA-3 et régule ainsi 
négativement la réponse Th2 (Yamane et al., 2005). Deplus, une perturbation du 
signalosome proximal du TCR impliquant LAT et PLCγ entraîne une réduction de 
l’activation de ERK et du flux calcique liée à un défaut fonctionnel des Treg (Chuck et al., 
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Figure 15 : Coopération entre Themis et Vav1, modèle hypothétique  
Ce modèle hypothétique représente de manière quantitative la capacité individuelle des 
molécules Vav1 et Themis à activer la voie ERK ainsi que la résultante de l’association 
des deux molécules dans les 4 combinaisons possibles. Les données clairement 
établies sont représentées en noir alors que les hypothèses permettant la construction 
de ce modèle sont représentées en rouge. Le rôle de Vav1 dans l’activation de la voie 
ERK est établi clairement. Le polymorphisme R63W affecte ces fonctions adaptatrices, 
ainsi, le variant R63 présente une capacité d’activation de la voie ERK supérieure (+++) 
à celle du variant W63 (++). Le rôle suggéré de Themis dans l’activation de la voie ERK 
et le possible renforcement de l’activité ou du recrutement de Vav1 est schématisé par 
un (+) tandis que la déficience en Themis affecterait négativement la capacité de Vav1 à 
activer la voie ERK (-). Ainsi, résultant de l’association de ces deux molécules, l’activité 
de la voie ERK induite après engagement du TCR serait graduellement affectée et 
inversement corrélée à la capacité des T CD4 à se différentier en Th2. Ce modèle 
suppose que seule une déficience forte pour la voie ERK entraînerait un défaut 







La compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu nécessite d’étudier l’impact 
de la déficience en Themis sur les différentes voies de signalisation induites après 
engagement du TCR en présence de l’un ou l’autre des variants de Vav1. En parallèle, 
l’effet de la déficience en Themis sur le recrutement des variants W63 et R63 de Vav1 à 
LAT sera analysé après engagement du TCR et immuno-précipitation de LAT. L’effet de 
la déficience pour Themis et du polymorphisme R63W de Vav1 sur la signalisation du 
TCR pourrait également impliquer une modification du recrutement d’autres molécules 
effectrices au sein du signalosome LAT / Vav1 / Themis. Pour cela, le recrutement et 
l’activation des partenaires connus de ce signalosome sera donc également analysé. De 
plus, l’étude de l’influence des variants de Vav1 et de la déficience en Themis sur la 
composition du signalosome de LAT, par des approches protéomiques, pourrait 
permettre d’identifier d’autres partenaires impliqués. Enfin, l’étude de l’interactome de 
Themis, facilitée par la génération d’une souris transgénique ou Themis est couplé à un 
Tag Streptavidine (Themis-strepTag) permettra de mieux comprendre les mécanismes 
par lesquels cette nouvelle molécule de signalisation du TCR exerce ces fonctions en 
fonction du variant de Vav1. 
 
Themis et Vav1 en pathologie humaine 
Suite à l’identification de Vav1 dans le contrôle de la susceptibilité à l’EAE chez le rat, 
l’implication de ce gène a été recherchée dans la sclérose en plaques (SEP) chez 
l’Homme. Des études d'association réalisées sur 7 cohortes européennes ont montré 
une association de l'haplotype CA rs2546133-rs2617822, dans le premier intron de 
Vav1, avec la SEP (Jagodic et al., 2009). Chez l’Homme, l'haplotype CA est associé à 
une augmentation de l'expression de l'ARN messager de Vav1 et à une augmentation de 
la production de TNF et d'IFNγ dans le liquide céphalo-rachidien et le sang des patients 
atteints de SEP. Ces résultats permettent de conclure que Vav1 est impliqué dans le 
contrôle de cette pathologie, dans les modèles animaux et chez l’homme, en contrôlant 
la production de cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la pathogénèse de cette 
maladie. De façon intéressante, Vav1 a récemment été identifié comme gène de 
susceptibilité à d’autres pathologies humaines comme la myasthénie (Avidan et al. 
article soumis) et la polyarthrite rhumatoïde (article en préparation). Ainsi la perturbation 






Chez l’homme, Themis a été identifié comme gène candidat au sein d’une région 
associée à la maladie coeliaque (Dubois et al., 2010). Cependant, cette région contient 
également le gène PTPRK. Par la suite, à l’aide d’une couverture en SNP supérieure 
dans cette région, deux études ont cherché à identifier lequel de ces gènes était associé 
à la pathologie. Une étude est en faveur de l’implication de PTPRK  (Trynka et al., 2011) 
alors que la seconde ne reproduit pas ces résultats et impliquerait Themis (Bondar et al., 
2013). D’autres études sont nécessaires afin de conclure quand à l’implication de 
Themis dans cette pathologie. Une étude GWAS récente a identifié Themis comme un 
gène candidat potentiel influant sur le développement de la SEP (Sawcer et al., 2011). 
Le rôle de cette molécule de signalisation du TCR dans la sélection thymique et les 
fonctions lymphocytaires effectrices et régulatrices pourrait effectivement influencer le 
développement de ces pathologies impliquant une dérégulation du système immunitaire. 
Notre travail dans le modèle BN/LEW a révélé un effet coopératif de Themis et Vav1 
dans les fonctions des Tregs et la polarisation de la réponse T effectrice, on peut ainsi 
supposer qu’un tel mécanisme soit également mis en jeu dans le développement de la 
SEP chez l’Homme où Vav1 et Themis pourraient être tous deux impliqués. Il serait 
intéressant de rechercher si des interactions entre les variants de Themis et de Vav1 
exercent un effet synergique sur la susceptibilité à la SEP chez l’homme. Enfin, les 
mécanismes par lesquels Themis et Vav1 influencent la susceptibilité à la SEP chez 
l’homme ne sont pas connus. L’étude du système immunitaire chez ces patients est 
donc nécessaire afin de déterminer le rôle des modifications de ces gènes dans la 
fonction des T. Ainsi, les connaissances acquises grâce aux modèles animaux 
permettraient de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie chez l’Homme 
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By controlling the development of specific and adapted immune responses, CD4 T 
cells play a key role in protection against pathogens. However, a deregulated 
immune response can lead to the development of allergic or autoimmune disorders. 
By genetic studies in rats, I identified the role of two molecules Themis and Vav1 in 
the control of CD4 T cell functions and susceptibility to inflammatory diseases. This 
work revealed that the cooperation between these two partners is crucial to prevent a 
deleterious activation of the immune system. 
Themis and Vav1 could therefore be involved in numerous human pathologies 
resulting from a deregulated immune response. Therefore, analyzing the molecular 
mechanisms by which Themis and Vav1 control T cell functions may lead to the 
identification of new clinically useful targets in pathologies resulting from a 
deregulated immune response such as allergic disorders or autoimmune diseases. 
 
Auteur : Christophe Pedros 
 
Titre : Vav1 et Themis contrôlent la susceptibilité aux pathologies 
inflammatoires en modulant les fonctions lymphocytaires T 
 
Directeurs de Thèse : Dr Abdelhadi Saoudi et Dr Gilbert Fournié 
 
Lieu et date de soutenance : le mardi 29 octobre 2013, Toulouse 
 
Discipline administrative : Immunologie 
 
Résumé :  
Les lymphocytes T  (LT) CD4 jouent un rôle crucial dans la protection de l’organisme 
contre les agents pathogènes en contrôlant la mise en place de réponses immunes 
hautement spécifiques et adaptées au type de pathogène. Cependant, une activation 
dérégulée du système immunitaire peut entrainer le développement de maladies 
allergiques et auto-immunes. Au cours de ma thèse, à l’aide d’études génétiques 
chez le rat, j’ai identifié deux molécules, Themis et Vav1, qui contrôlent les fonctions 
des LT CD4 et la susceptibilité à des pathologies inflammatoires. De plus, la 
coopération entre ces deux molécules partenaires est essentielle pour prévenir une 
activation délétère du système immunitaire. Ces deux molécules pourraient ainsi être 
impliquées dans de nombreuses pathologies humaines impliquant une dérégulation 
de la réponse immune. Ainsi, la compréhension des mécanismes moléculaires par 
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